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Il est peut-étre nécessaire de préciser ce que j’entends par 
ulcére varicosoide (Ulcus varicosoides). Comme beaucoup d'autres 
observateurs avant moi, j’ai constaté que le terme ulcére vari- 
queux (Ulcus varicosum) a été et est continuellement employé par 
les praticiens dans une acception trés générale et élastique pour 
indiquer presque toute ulcération de la jambe, lorsque celle-ci 
présente quelques veines variqueuses et que la réaction de Wasser- 
mann est négative. J’ai vu moi-méme des cas d’ulcére tropical vrai 
(Ulcus tropicum) contracté en Somalie et d’ulcére tropicaloide 
vrai (Ulcus tropicaloides) contracté en Lybie, étre diagnostiqués 
Ulcus varicosum en Europe, parce qu’il y avait quelques petites 
varices. 

A part ces cas, qui représentent en vérité des grossiéres erreurs 
de diagnostic, on peut dire que l’appellation ulcére variqueur 
(Ulcus varicosum) a été employée pour désigner principalement 
deux groupes de cas. Dans le premier groupe, les varices (l’élé- 


(*) Manuscrit recu le 12 juillet 1954. 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 87, n° 4, 1954. 26 
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ment mécanique en somme) sont le facteur étiologique essentiel 
dans la production de Vulcére ; quelquefois, aprés la rupture 
spontanée d’une varice, plus fréquemment aprés une contusion, 
un processus de nécrobiose aseptique se développe, se terminant 
en ulcération. Dans le deuxiéme groupe, les varices sont simple- 
ment un facteur prédisposant et favorisant important, mais qui 
peut étre absent; le facteur étiologique vrai et essentiel est une 
infection bactérienne provenant de |’extérieur. L’invasion bacté- 
rienne se fait généralement a la faveur d’une petite solution de 
continuité, d’une abrasion, d’une minime blessure causée par un 
léger traumatisme, ou méme par le simple grattage. L’infection 
bactérienne, favorisée par la stase, attaque les tissus, les capil- 
laires ; les veinules s’enflamment (capillarites et microphlébites) 
et un processus de nécrobiose bactérienne se développe, se termi- 
nant en ulcération. J’ai suggéré que le terme ulcére variqueux 
(Ulcus varicosum) soit limité au premier groupe et que pour 
Yautre groupe, beaucoup plus nombreux, le terme ulcére varico- 
soide (Ulcus varicosoides) soit employé. 

La grande majorité des photographies et figures d’ulcére vari- 
queux qu’on rencontre dans les ouvrages de chirurgie et de 
dermatologie sont en réalité des exemples d’ulcére varicosoide. 

Dans Vulcére variqueux vrai (Uleus varicosum sensu strictu), 
infiniment moins fréquent que Vulcére varicosoide, l’ulcération 
(qui se développe parfois aprés la rupture spontanée d’une veine), 
est habituellement unique, située dans la partie inférieure de la 
jambe, jamais dans la partie haute ; le repos complet au lit la 
guérit rapidement. En outre, quand elle est récente, l’examen 
hactériologique montre la présence d’une flore bactérienne extré- 
mement pauvre, consistant habituellement en quelques rares cocci 
du type Staphylococcus albus ; examen bactériologique des tissus 
pres de la perte de substance est négatif. 

Dans Pulcére varicosoide (Uleus varicosoides) on constate que 
Pulcération est trés souvent multiple et a fréquemment une ten- 
dance a étre un peu iangulaire ; quelques-uns des ulcéres peuvent 
se rencontrer dans la partie supérieure de la jambe; le repos 
au lt ne guérit pas le malade. En outre, examen bactériolo- 
gique de la zone non ulcérée entourant de prés la perte de sub- 
stance montre la présence d’une infection qui, dans mes cas 
personnels, était représentée par le microorganisme dont je vais 
donner la description, seul ou associé a d’autres. 

On pourrait suggérer que lUlcus varicosoides est simplement 
PUlcus varicosum qui s’est infecté, et cela est exact dans quelques 
cas ; Mais comme les varices peuvent étre absentes, et comme le 
facteur étiologique le plus important, essentiel, est toujours une 
infection provenant de lextérieur et non pas l’élément méca- 
nique représenté par les veines variqueuses, lequel ne joue qu’un 
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role favorisant, je pense qu’il est plus exact de considérer I’ Ulcus 
varicosoides comme une entité ou une variété a part. 


BACTERIOLOGIE DE L’ULCERE VARICOSOIDE. 


L’examen bactériologique de l’ulcération, A moins que celle-ci 
soit trés récente, n’a pas beaucoup d’importance, puisqu’on peut 
y trouver toutes sortes de bactéries : Staphylococcus, Pseudo- 
monas, Proteus, etc., et quelquefois méme des champignons du 


Fic. 14. — Préparation microscopique d’une culture sur gélose glucosée. 
Coloration avec le bleu de méthyléne de Leffler. 


genre Candida. La technique que j’ai généralement employée est 
la suivante : on applique autour de lVulcération de la teinture 
diode et de l’alcool, et quand la surface n’est plus humide, on 
pique en plusieurs endroits 4 0,5 cm de distance de ]’ulcére avec 
une pipette Pasteur de verre effilée stérile et on aspire quelques 
goutelettes de sérum et de sang. Le matériel est immédia- 
tement inoculé dans plusieurs milieux : sérum de Leffler, 
gélose glucosée, gélose simple, etc. Quelques tubes sont placés 
a Pétuve a 35° et les autres sont maintenus a4 la température 
du laboratoire. J’ai trouvé dans 9 cas sur 9, assez comple- 
tement étudiés, un microorganisme dont je donnerai ici une 
bréve description. Le microorganisme était présent en culture 
pure dans 6 cas, associé avec un Proteus dans un cas, avec un 
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staphylocoque dans un cas, avec un Proteus et un staphylocoque 
dans un autre cas. 
Caractéres généraux du microorganisme, — Le microorganisme 
est un batonnet, droit ou quelquefois un peu courbé, de longueur 
variable de 2 a 3 microns et plus (il est plus long dans les 
cultures sur gélose glucosée que sur la gélose simple) sur a peu 
pres 0,04-0,08 micron de large, avec des extrémités qui ont sou- 


Fic. 2. — Culture sur gélose glucosée vieille de 8 jours. Colonies trés 
petites & peines visibles. Le fuseau blanc et les taches blanches, sont des 
jeux de lumiére, causés par la position dans laquelle on a du mettre le tube 
de culture pour rendre plus visibles les colonies. 


vent tendance a s’arrondir légérement. Dans certaines cultures 
on trouve quelquefois des filaments, mais je n’ai jamais noté de 
vraies ramifications. On ne voit pas ou exceptionnellement seu- 
lement de formes en massue comme on peut en noter occasionnel- 
lement chez presque tous les microorganismes bacilliformes. Le 
microorganisme est Gram-positif et n’est pas acido-résistant. 
Avec le bleu de méthyléne de Loeffler ou autres colorants, il 
prend une couleur diffuse de la méme intensité partout, ne mon- 
trant aucune granulation. Avec la coloration de Neisser, on ne 
voit pas de granules métachromatiques. Il n’a done pas la 
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morphologie qu'on note dans le vrai bacille de la diphtérie et les 
diphtéroides ou diphtériformes. I] est mobile. I] est anaérobie 
facultatif, mais il pousse mieux en aérobiose. 

Cultures. Gélose glucosée. — Développement faible; les 
cultures ont une apparence délicatement granuleuse ; colonies 
isolées trés petites, translucides, pas de pigment. I] peut y avoir 
une dissociation et alors on voit des colonies translucides et 
d’autres un peu opaques, mais les caractéres morphologiques et 
biochimiques du microorganisme des deux types semblent étre 
identiques. 

Gélose simple. — Le développement est plus abondant que sur 
la gélose glucosée, mais jamais trés abondant. La culture a le 
méme aspect général délicatement granuleux, mais plus marqué 
que sur la gélose glucosée, et peut prendre une apparence 
grisatre. Colonies isolées petites, un peu moins translucides que 
sur la gélose glucosée. 


Gélatine. — Lente liquéfaction qui commence généralement 
trois A six jours aprés l’inoculation. 

Sérum coagulé. — Culture délicate ; pas de pigment ; colonies 
isolées translucides ; lente liquéfaction. 

Milieu de MacConkey. — ‘Les colonies sont petites, translucides 
et non pigmentées. 

Milieu de Hoyle. — Les colonies sont trés petites, arrondies et 


d'une couleur brunatre quelques jours aprés inoculation, brun 
foncé ou noir, deux ou trois semaines apres. 

Bouillon. — Développement peu abondant; il peut y avoir 
une légére turbidité générale et quelquefois un sédiment granuleux. 
Pas de voile. 


Bouillon glucosé. — En général, il y a une légeére turbidité 
diffuse, souvent un voile mince. 
Eau peptonée. — Développement faible et quelquefois complé- 


tement absent ; quelquefois légére turbidité diffuse ; quelquefois 
développement seulement dans la partie inférieure du tube avec 
un sédiment granuleux. 

Action fermentative. — Le microorganisme ne produit jamais de 
gaz avec aucun sucre. I] produit de l’acide avec le glucose, lévu- 
lose, sucrose, lactose ‘(quelquefois lentement), mannitol, galactose 
(tras lentement, parfois pas du tout), salicine. Pas dacide avec 


maltose et dulcitol. 


Lait tournesolé. — Ni acide, ni coagulation, ni peptonisation. 
Pas de changement ae couleur (période d’ observation : un mois). 
Pomme ie terre. — Il ne semble pas pousser sur ce milieu. 


Indol. — Négatif. 

Rouge méthyle. — Négatif. 

Citrate. — Négatif. 

Action hémolytique. — Généralement présente, mais variable. 
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Sérologie. — L’étude de la sérologie est 4 peine commencée 
et on ne peut encore rien dire a ce sujet. 
Pouvoir pathogéne. — Le microorganisme ne semble étre ni 


virulent ni pathogéne pour les petits animaux de laboratoire, 
lapin, cobaye, souris, mais les essais n’ont porté que sur un 
petit nombre d’animaux. En ce qui concerne le pouvoir pathogene 
pour l’homme, j’ai eu la chance de trouver trois volontaires. Chez 
le premier volontaire, une femme agée de 65 ans, avec de grosses 
varices, cedéme et légére dermatite eczématoide du tiers inférieur 
de la jambe mais sans aucune ulcération, j’ai fait avec un bistouri 


Fic. 3. — Uleus varicosoides. Noter la multiplicité de l’ulcération et la zone 
diffuse d'infiltration comprenant presque toute la moitié inférieure de la 
jambe. Veines variqueuses en petit nombre et pas trés visibles. 


pointu stérile des petites abrasions linéaires « criss-cross » en 
trois points différents du tiers inférieur de la jambe alffecté de 
dermatite, et j’ai appliqué sur ces lésions une certaine quantité 
dune culture récente sur gélose ; on a couvert la jambe avec de 
la gaze stérile qui a été maintenue par un léger bandage. Dix 
jours apres on a enlevé le bandage et on a trouvé dans un des 
points inoculés une zone enflammée avec, au centre, un point 
nécrotigue qui s’est développé bientot en une ulcération tout 
i fait typique de lulcére varicosoide. Chez la deuxiéme volon- 
taire, une femme Agée de 56 ans avec des veines variqueuses et 
une légére dermatite du tiers inférieur de la jambe sans ulcéra- 
lions, on a fait avec la méme technique trois inoculations du 
microorganisme que j’ai décrit et trois inoculations d’un staphy- 
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locoque isolé d’un cas d’Ulcus varicosoides chronique ow il se 
trouvait associé avec le bacille. A un des points inoculés avec 
le bacille une ulcération typique s’est développée. A un des points 
inoculés avec le staphylocoque, une petite Iésion superficielle 
crotiteuse, sans perte de substance, s’est formée qui a disparu 
spontanément deux semaines aprés. Chez le troisiéme volontaire, 
un homme agé, avec quelques varices mais sans cedéme ni der- 
matite, l’inoculation du bacille a donné, dans un point sur quatre 
inoculés, une ulcération superficielle de petite taille qui a guéri 
spontanément six semaines aprés. I] semble donc que la_ stase 
et l’cedéme jouent un role important, favorisant linvasion bacté- 
rienne et la production de l’ulcére. Ceci est également démontré 
par le fait que chez le premier volontaire (femme Agée de 65 ans), 
Pinoculation dans la jambe a produit une ulcération typique, 
tandis que l’inoculation dans le bras a donné une lésion éphé- 
mére, sans aucune vrale ulcération. 

Comparaison du microorganisme avec d’auires microorganismes 
bacilliformes Gram-positifs. — Notre microorganisme, en résumé, 
peut étre décrit comme un_ batonnet mobile, non sporogéne, 
aérobie (anaérobie facultatif), Gram-positif, jamais ramifié, ne 
montrant pas de granulations ni granules métachromatiques, 
végétant sur les milieux ordinaires, ne se développant pas sur 
pomme de terre, produisant de l’acide, mais jamais du gaz, avec 
le glucose et quelques autres sucres (sauf maltose), ne produisant 
ni acidité ni coagulation du lait, liquéfiant assez lentement la 
gélatine et le sérum coagulé. 

Le microorganisme a été comparé (et trouvé différent) avec de 
nombreux autres microorganismes Gram-positifs, et principale- 
ment les bacilles diphtéroides sensu lato. 

Notre microorganisme ne peut pas étre identifié avec le Coryn. 
ovis (B. pseudotuberculosis ovis) et germes similaires, qu’on 
désigne souvent sous le nom de bacilles de Preisz-Nocard, puisque 
ceux-ci ne sont pas mobiles, ont une morphologie diphtéroide et, 
en outre, produisent sur sérum une culture jaune. Pour les mémes 
raisons, il ne peut pas étre identifié a Coryn. pyogenes, qui 
coagule le lait. 

Il ne peut pas étre identifié 4 Coryn. putidum d’Eberson, puis- 
que celui-ci est immobile, produit sur gélose une culture trés 
abondante, blanche, transparente, et dégage une odeur putride. 

Il ne peut pas étre identifié a Coryn. liquefaciens (bacille 
diphtéroide liquefaciens de Graham Smith), parce que celui-ci 
donne une culture trés abondante jaune ou jaunatre sur gélose, 
et ne produit d’acidité dans aucun sucre. 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. hemolyticum de Mac Clean, 
Liebow et Rosenberg, parce que celui-ci est immobile, coagule 
le lait et est pathogéne pour les petits animaux de laboratoire. 
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Il ne peut pas étre identifié a Corynebacterium de |'Ulcus 
veldis (bacille diphtéroide de l’ulcére du désert) parce que celul-ci, 
comme H. Scott l’a démontré, il y a longtemps, est en réalité le 
vrai bacille diphtérique (Coryn. diphtheriae), toxique. 

Il ne peut pas étre identifié & Corynebacterium diphtheriae ulce- 
rogenes cutis décrit par Mrongovius dans des cas de dermatite 
ulcérante en Europe, parce que ce microorganisme est le vrai 
bacille diphtérique toxique. 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. hodgkini (Bunting et 
Yates), parce que ce microorganisme, qui a été trouvé dans des 
cas de maladie de Hodgkin, est un diphtéroide typique morpho- 
logiquement, granuleux, n’est pas mobile, ne liquéfie ni la géla- 
tine ni le sérum et ne se développe pas sur gélose glucosée. 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. lymphophilum (Torrey), 
parce que celui-ci, trouvé dans des cas de maladie de Hodgkin, 
est anaérobie, immobile et ne liquéfie ni la gélatine ni le sérum 
coagulé. 

Il ne peut pas étre identifié 4 Coryn. epidermidis Eberson, parce 
que celui-ci est morphologiquement et culturellement un vrai 
diphtéroide, qu’il est immobile, ne liquéfie ni la gélatine ni le 
sérum coagulé. 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. suppuratum d’Eberson, 
trouvé dans un abcés anal, qui est morphologiquement un vrai 
diphtéroide, immobile, ne lquéfiant ni la gélatine ni le sérum 
coagulé, 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. ulcerans Gibbert et 
Stewart, parce que celui-ci, trouvé dans des cas d’amygdalite 
ulcérante, est un diphtéroide typique, montrant granulations et 
corps métachromatiques, est immobile et acidifie le maltose. 

Il ne peut pas étre identifié & Coryn. commune (Bacillus cutis 
communis de Nicolle), parce que celui-ci est morphologiquement 
un diphtéroide avee granulations et corps polaires, est immobile, 
ne liquéfie ni la gélatine ni le sérum coagulé, et se développe bien 
sur pomme de terre. 

Il ne peut pas étre identifié a Listeria monocytogenes, parce 
que ce microorganisme ne liquéfie ni la gélatine, ni le sérum 
coagulé, acidifie le lait, ses cultures ont une odeur acide caracté- 
ristique et son inoculation expérimentale produit une mono- 
cytose. 

I] ne peut pas étre identifié & Erysipelothrix rhusiopathiae, ou 
Er. muriseptica ou Er. erysipeloides, parce que ces microorga- 
nismes sont immobiles et ne liquéfient ni la gélatine, ni le sérum 
coagulé, 

Il ne peut pas étre identifié & Coccobacillus mycetoides (Cast. 
1942), parce que celui-ci est immobile, ne liquéfie ni la gélatine 
nt le sérum et produit un pigment jaune sur gélose américaine. 
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PosiITIon TAXONOMIQUE DU MICROORGANISME. 


Les carac'éres du microorganisme font penser principalement 
a deux familles, les Corynebacteriaceae et les Actinomycetaceae. 

Comme il ne présente jamais de ramifications, on peut peut- 
étre éliminer la deuxiéme famille. 

La définition de la famille Corynebacteriaceae donnée par 
Bergey est « Eubacterineae non sporogénes, aérobies ou micro- 
aérophiles, Gram-positives, présentant souvent des granulations, 
immobiles, sauf le genre Listeria, pouvant acidifier quelques 
glucides, mais ne produisant jamais de gaz ». 

La famille comprend trois genres : 

1° Corynebacterium Lehmann et Neumann. — Motilité absente, 
présence de granulations et des granules métachromatiques. 

Les espéces typiques ne liquéfient pas la gélatine. 

2° Listeria Pirie. — Motilité présente, pas de liquéfaction de la 
gélatine, odeur caractéristique acide des cultures ; ]’inoculation 
expérimentale produit une monocytose. 

3° Erysipelothric Rosenbach. — Motilité absente, pas de liqué- 
faction de la gélatine, tendance a former sur quelques milieux des 
longs filaments avec des granulations. 

Notre microorganisme ne montrant pas une morphologie diph- 
iéroide et étant mobile ne peut pas étre placé dans le genre 
Corynebacterium ; comme il liquéfie la gélatine, il ne peut pas 
étre placé dans le genre Listeria ; comme i] est mobile et liquéfie 
la gélatine, il ne peut pas étre placé dans le genre Erysipelothriz. 

Il me semble qu’il serait avantageux de créer un quatriéme 
genre, pour lequel je propose le nom de Krusella. 

Genus Krusella Cast. 1954. — Corynebacteriaceae (donc bacté- 
ries Gram-positives, non sporogénes, aérobies ou microaérophiles) 
qui, contrairement a beaucoup de membres de la famille, ne 
montrent pas de granulations ni de granules métachromatiques, 
sont mobiles, liquéfient la gélatine et le sérum coagulé. 

Espéce type. — Krusella cascainensis Cast. 1954. — Trouvé 
dans des cas d’Ulcus varicosoides. Caractéres du genre. Descrip- 
tion donnée plus haut. 


Je serais trés heureux d’envoyer des cultures du microorganisme 
aux collégues qui le désireraient. 
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L’EFFET DES ANTIBIOTIQUES 
SUR LES SOUCHES ENTOMOPHYTES OU NON 
DE BACILLUS CEREUS FRANK ET FRANK 


par C. TOUMANOFF et M+ LAPIED (’). 


(Institut Pasteur.) 


L’effet des antibiotiques sur les bactéries aérobies sporogénes 
du groupe cereus (in vitro) a été précisé surtout pour Bacillus 
anthracis |3]. 

Leur aclion sur les bacilles non pathogénes pour homme et 
les animaux supérieurs et sur ceux qui ont été reconnus virulents 
pour les insectes n’a été, a notre connaissance, que peu étudiée. 

Nous avons cru intéressant ainsi d’éprouver l’effet de divers 
antibiotiques sur les souches de bactéries entomophytes sporo- 
genes du groupe cereus, et aussi sur diverses souches de ce 
groupe de provenance variée conservées dans la collection de 
l'Institut Pasteur, que nous devons a l’obligeance de M. Thibault. 

Dans cette étude nous avons utilisé la technique mise au point 
a VInstitut Pasteur par M. Chabbert et actuellement couramment 
employée, celle des disques en carton, imprégnés d’antibio- 
tiques [4, 2]. 

; | ! Aah 

D’aprés N. A. Smith, Ruth A. Gordon et Francis E. Clark, les 
bactéries aérobies sporogénes doivent étre divisées en plusieurs 
groupes : 

Le premier, le plus important (65 p. 100 de 1 134 cultures étu- 
diées), comprend : Bacillus megatherium, B. cereus et variétés, 
B. licheniformis, B. subtilis et variétés, B. pumilus (auparavant 
dénommé B. mesentericus) et les espéces moins connues B. coa- 
gulans, B. firmus et B. lentus. Bacillus mycoides ainsi que 
B. anthracis sont considérés comme variétés de B. cereus. 

Nous avons utilisé pour notre étude les souches de ce premier 
groupe de l’espéce de B. cereus, car celles-ci ont été rencontrées 
le plus souvent chez les insectes. 

Nous divisons l’exposé des résultats en deux parties : 

1° Celle qui se rapporte aux germes isolés d’insectes et patho- 
génes pour ces arthropodes ; 

2° Celle qui concerne les cereus d’autres origines. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 
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[. — Soucnes ENTOMOPHYTES. 


Groupe I: Pour les huit souches entomophytes de B. cereus 
ont été établis la zone d’inhibition et l’ordre de grandeur de 
concentration inhibitrice des antibiotiques utilisés. 

Parmi ces souches, comme on peut le voir par le tableau I, le 
comportement a |’égard des antibiotiques n’a pas été tout a fait 
semblable. 


Tasteau I. — Sensibilité aux antibiotiques de huit souches 
de cereus entomophytes. 


SOUCHES 


PENIC{LLINE 
(UO/cm3) 

TERRAMYCINE 

(vg) 
CHLOROMYCETINE 

(ug) 

AUREOMYCINE 
(vg) 

STREPTOMYCINE 


. cereus var. alesti 

. cereus var. thuringiensis (francaise). 
. cereus yar. Lhuringiensis (allemande). 
. cereus var. 

. cereus var. cazaubon 1 
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Méthode des disques (technique de 1'[. P.); Jecture parrapport 4 la souche 
test du staphylocoque de Londres (collection I.P.) pour l’établissement du taux 
de sensibilité. 


C’est ainsi que le B. cereus var. alesti s’est montré trés sen- 
sible a la streptomycine tandis que B. cereus var. thuringiensis 
d’origine allemande accusa une forte résistance a cet antibiotique. 
Ce dernier présentait également une résistance beaucoup plus 
marquée 4 la terramycine. 

Le B. cereus var, alesti a été reconnu, d’autre part, plus résis- 
tant 4 la chloromycétine que le B. cereus var. thuringiensis, dont 
la sensibilité a l’auréomycine fut cependant 4 peu prés semblable 
a celle de cereus var. alestt. 

Si ces deux souches sont différentes par leur sensibilité 
a l’égard des antibiotiques, il en est de méme pour d’autres. 

C’est ainsi que la souche cereus var. P/3, trés sensible a la 
streptomycine, l’est un peu moins a l’auréomycine et a la chloro- 
mycétine et est assez résistante 4 la terramycine. 

B. cereus var. sotto se rapproche du point de vue de son 
comportement a l’égard des antibiotiques de B. cereus var. alests 
(cf. tableau). 
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Deux autres souches, B. cereus var. cazaubon 1 et 2, sont 
caractérisées : la premiére par sa résistance extréme a la terra- 
mycine et trés prononeée a l’auréomycine, sa sensibilité a la 
chloromycétine et une forte sensibilité a Ja streptomycine ; la 
seconde par une sensibilité moins forte a l’égard de la strepto- 
mycine et assez faible a la chloromycétine, une forle résistance 
a la terramycine (cependant moins forte que celle de cazaubon 1) 
et une résistance semblable a cette derniére souche a légard de 
Vauréomycine. 


II. — SoucuHeEs D’ORIGINES VARIEES. 


Pour les dix souches de Bacillus cereus ci-dessous de prove- 
nance variée, la sensibilité aux antibiotiques est présentée dans 
le tableau II. 


TaBLEAv Il. — Sensibilité aux antibiotiques 
de dix souches de cereus variés. 
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B. cereus A 5. . ne. eile ee 0 Ty 40 Te oral 

Beicereust kava eee ot, cee 0 27 58 6 21 
B. cereus A 28. 0 10 24 “ital 8,5 
B. cereus A 29. 0 35 44 10,4 Seu! 

B. cereus A 30. 0 8 Ae 0,5 24 
B. cereus A 34. . 0 4,6 7 2,4 oe 

B. cereus 5127 . 1,8 49 40 40,5 44 
B. cereus 5132 . . 0 35 40 35 8,5 
B. cereus 5257 . . () 40,4 24 6 flee 
B. cereus 5258 . 0 27 7 10,5 Sel 


Comme on peut le voir d’aprés ce tableau, les différentes 
souches de Bacillus cereus se comportent d’une maniére dissem- 
blable a Végard des antibioliques. 

Toutes ces souches, a l’exception d’une seule, de méme que les 
variétés pathogénes pour les insectes, se sont montrées résis- 
tantes a la pénicilline (1). 

Répétés, les essais de sensibilité de tous les cereus étudiés 
i Pégard des antibiotiques ont donné sensiblement les mémes 
résultats, et, toujours, seule la souche cereus 5127 a été trouvée 
légérement sensible 4 la pénicilline. 

(1) Les huit autres souches de cereus qui ne figurent pas sur ce 
tableau se sont avérées également résistantes A la pénicilline. 
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Il n’en est pas de méme pour Bacillus anthracis. 

Sur notre demande, M. Virat, du Service de Microbiologie 
Animale de |’Institut Pasteur, a bien voulu éprouver d’autre part, 
dans les mémes conditions que les notres, la sensibilité aux anti- 
biotiques de dix souches virulentes de bactéridie charbonneuse, 
conservées dans ce service (2). Il a constaté que toutes ces souches 
étaient trés sensibles a la pénicilline, a la streptomycine, a la 
terramycine, a l’auréomycine et un peu moins sensibles a la chloro- 
mycétine. 

Il résulte des essais effectués par M. Virat que la sensibilité 
aux iantibiotiques des souches virulentes de bactéridie charbon- 
neuse est plus uniforme que celle des B. cereus saprophytes ou 
entomophytes. 


TasLeau Ii]. — Sensibilité aux antibiotiques de dix souches viru- 
lentes de bactéridie charbonneuse (d’aprés M. Virat). Méme éva- 
luation des mesures que dans le tableau I. 
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Ces résultats concordent du reste avec ceux qui furent récem- 
ment obtenus en Angleterre par Garrod, qui a opéré avec 
18 souches virulentes de ce germe [3]. 

Le comportement vis-a-vis des antibiotiques permettrait de 
différencier B. anthracis d’autres cereus si celui-ci devait étre 
considéré comme une variété de cette espéce d’aprés Smith, 
Gordon et Clark [6]. vere a 

Il n’existe en effet, 4 notre connaissance, aucune indication 
dans la bibliographie au sujet de la résistance de B. anthracis 


(2) La manipulation de ces souches virulentes devant se faire dans 
les locaux du service ow elles sont conservées, nous remercions M. Virat 
pour son aimable concours. 
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a la pénicilline, ni de la sécrétion par ce germe de pénicillinase. 

Par contre, les travaux de Pollock [5] ont permis de mettre en 
évidence la pénicillinase chez B. cereus. Cet auteur a noté Vapti- 
tude des cellules de ce bacille a produire, dans certaines condi- 
tions définies, de grandes quantités de cet enzyme. 

Les essais préliminaires ont démontré que les 6 souches de 
B. cereus entomophytes : B. cereus var. alesti, B. cereus var. 
thuringiensis (souches allemande et frangaise), B. cereus P/8, 
B. cereus var. cazaubon 2 et B. cereus var. galechiae produisent 
de la pénicillinase (8). 

CoNcLUSIONS. 


I] est connu que la sensibilité ou la résistance d’un germe 
a Végard d’un antibiotique ne sont pas constantes. On ne sauralt 
done tenir compte d’une maniére absolue de ce comportement du 
point de vue taxonomique. 

Cette résistance ou sensibilité pourraient en effet, soit étre 
acquises, soit étre perdues par la méme espéce bactérienne. 

Nous relevons cependant (sans vouloir généraliser) que la 
résistance a la pénicilline des formes saprophytes et aussi ento- 
mophytes de Bacillus cereus est, pour ainsi dire, constante et, 
sur 18 souches étudiées, entomophytes ou non, une seule (non 
entomophyte) a montré une légére sensibilité a cet antibiotique. 

La forte sensibilité a cet antibiotique de Bacillus anthracis !e 
différencie de toutes les autres formes de cereus, quoiqu’il soit 
rattaché 4 cetle espéce. 

La sensibilité des divers cereus entomophytes, a l’égard 
d’autres antibiotiques, a été également reconnue variable et par- 
fois. caractéristique. 

On pourrait ainsi, nous semble-t-il, par l’usage des disques 
imprégnés, d’antibiotiques introduits en pratique par 1’Institut 
Pasteur, différencier certaines variétés entomophytes de cette 


espéce, simultanément avec l’emploi des procédés habituels de 
diagnostic. 
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LES PROPRIETES BIOCHIMIQUES CARACTERISTIQUES 
DU GENRE PROTEUS. 
INCLUSION SOUHAITABLE DES PROVIDENCIA 
DANS CELUI-Cl 


par R. BUTTIAUX, R. OSTEUX, R. FRESNOY et J. MORIAMEZ (°). 


(Institut Pasteur de Lille et Laboratoire de Chimie biologique 
[professeur Boutancer] de la Faculté de Médecine de Lille.) 


La classification des Enierobacteriaceae en genres est fondée 
sur l’existence de propriétés biochimiques caractéristiques chez 
les représentants de chacun d’eux. II reste actuellement quelques 
groupes d’Entérobactéries dont la position systématique n’est 
pas encore précisée ou est considérée par certains comme injus- 
tifiée. C’est le cas des Proteus rettgeri et morgani. Us font partie 
du genre Proteus, dans la classification de Bergey [4], mais 
Kauffmann [2] propose de les en isoler pour former les genres 
nouveaux : Rettgerella et Morganella. Les Providencia n’ont pas 
encore de situation définie. Décrits par Stuart et coll. [8] sous 
le nom de B. paracoli 29911, ils ont été réunis par Kauffmann [4] 
en un groupe Providence ; en 1953, cet auteur [2] propose qu’ils 
soient les constituants du genre Providencia. Récemment, Singer 
et Bar-Chay [5] ont avancé qu'il n’existait pas de différence fon- 
damentale entre Pr. retigeri et Providencia et ont conseillé leur 
inclusion dans le genre Proteus. Depuis dix-huit mois, nous 
étudions les propriétés biochimiques essentielles des Pr. hauseri, 
Pr. morganii, Pr. retigeri et Providencia. Les conclusions de 
notre travail nous aménent a les considérer comme les espéces 
différentes d’un genre unique, celui des Proteus. Les motifs de 
cette tentative nouvelle de classification sont exposés ci-dessous. 


LES PROPRIETES BIOCHIMIQUES DES ESPECES DU GENRE Proteus. 


Parmi les caractéres fondamentaux des Proteus décrits 4 des 
époques de plus en plus rapprochées, on a choisi comme critéres 
de détermination : 

1° L’envahissement des géloses nutritives au cours de leur 


culture. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1964. 
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2° L’exigence en acide nicotinique pour leur multiplication. 

3° L’existence d’une uréase leur permettant d’hydrolyser l’urée 
en milieu synthétique. ' 

4° Leur pouvoir de transformer rapidement la phénylalanine 
en acide phénylpyruvique. 

5° La production d’amines volatiles a partir de la valine et 
des leucine et isoleucine. 

Nous allons signaler le comportement des Pr. hauseri (vulgaris 
et mirabilis), Pr. morganii, Pr. retigeri et des Providencia dans 
ces cing aspects différents du probléme. 


I, — ENVAHISSEMENT DES GELOSES NUTRITIVES. 


a) Proteus hauseri : toutes les souches mobiles le réalisent trés 
rapidement, lorsqu’on les inocule au centre d’une boite de Petri 
contenant de la gélose nutritive a 15 ou 20 p. 1000 d’agar, 
incubée a 37°. Les formes O pures sont incapables de le faire. 
Elles ne sont pas exceptionnelles ; nous en avons trouvé prés de 
4 p. 100 parmi les Proteus isolés de mati¢res fécales humaines. 

b) Proteus morganii : les formes mobiles envahissent la gélose, 
mais 4 deux conditions : le bouillon nutritif ne doit contenir que 
10 p. 1000 d’agar et Vincubation doit étre faite a 25° au 
maximum. I] existe des formes immobiles assez rares, dépour- 
vues de cils et naturellement dans l’impossibilité de réaliser le 
phénomeéene. Aprés Rauss [6], l'un de nous a décrit celui-ci [7]. 

c) Proteus rettgeri et Providencia: les cellules ciliées se 
comportent comme Pr. morgani. Il est souvent nécessaire, pour 
obtenir un film envahissant, d’exalter la mobilité du germe par 
des passages successifs en milieu semi-solide (gélose nutritive 
a 5 p. 1000 d’agar ou tube en U contenant du bouillon addi- 
tionné de 2 p. 1000 d’agar). Rustigian et Stuart [8], puis Stuart 
et coll. [8] ont insisté sur ce fait. I] existe cependant de nom- 
breuses formes rigoureusement immobiles; nous en avons 
trouvé 22 (aprés 15 passages sur milicu semi-solide) parmi les 
76 Providencia étudiés par nous. 


I]. — EXIGENCE EN ACIDE NICOTINIQUE. 


On sait depuis longtemps que Pr. hauseri ne se développe sur 
milieu synthétique qu’a la condition de l’additionner d’acide nico- 
\inique. Proom et Woiwod [9] ont vu qu’il en était de méme pour 
Pr. morganti, ce dernier exigeant cependant, en plus, du pantho- 
témate de calcium. Pr. rettgeri, par contre, d’aprés ces auteurs 
cullive sur milieu synthétique dépourvu de tout facteur de 
croissance. : 

Nous avons étudié les facteurs de nutrition de nos diverses 
souches selon la technique décrite par Lwoff et Querido (40]. 
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a) Proteus hauseri : sur 24 souches, 23 ne se développent qu’en 
présence d’acide nicotinique ; une est capable de croitre lente- 
ment sur un milieu synthétique qui en est exempt. 

_b) Proteus morganii: pour 16 souches étudiées, nos conclu- 
sions sont identiques a celles de Proom et Woiwod [9]. 

c) Proteus rettgeri: nos 42 souches de Pr. rellgeri se déve- 
loppent rapidement sur milieu synthétique ne contenant aucun 
facleur de croissance. 

d) Providencia : 75 Providencia étudiés se comportent comme 
les Pr. rettgeri. Ils n’exigent pas d’acide nicotinique. 

Ces résultats sont résumés dans le tableau I. 


Taseau I. 


NOMBRE 


ESPECES 
de souches 


PPOLEWS ILQUSET Ud te Ee Q4 
Proveus morgantt. |. 1... ed 16 


PT OLOWS LILO CN I cats ope oe 42 
EPODLACREME cae to ote no 75 


-+, exigent l’acide nicotinique. 
\. 0, acide nicotinique non indispensable. 


IIL.’ —= Unéase: 


Une confusion semble s’étre établie dans esprit des bactério- 
logistes au sujet de l’hydrolyse de Vurée par les Enterobacte- 
riaceac. Il semble nécessaire de rappeler les faits suivants : 

Dans le sens des travaux initiaux, on considérait que les 
Proteus étaient seuls capables d’hydrolyser Vurée, dans un milieu 
synthétique dont le type est celui de Ferguson et Hook [44]. II 
faut, & notre avis, retenir ce caractére pour la détermination des 
espéces du genre, bien qu’il ne soit pas rigoureusement spéci- 
fique. On peut rapprocher du milieu de Ferguson, celui décrit 
par Stuart, van Stratum et Rustigian [12). 

Sur tous les autres milieux contenant de petites quantités de 
peptone ou acides aminés, de nombreuses Enterobactleriaceae, 
autres que les Proteus, peuvent hydrolyser l’urée. C’est le cas 
de celui de Christensen [13], de Singer [14], de Roland et 
Bourbon [45]. Le processus d’utilisation de Vurée n'est plus le 
méme que celui intervenant sur milieu synthétique. Ces milieux 
modifiés sont utilisables pour la détermination des Salmonella, 
Shigella ou B. paracoli, par exemple, mais non pour I’étude 
rigoureuse des espéces du genre Proteus. 
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On trouvera dans le tableau II le comportement des diverses 
especes de Proteus, et des Providencia sur les milieux de Fer- 
guson, Stuart et Christensen. 


TaBLEAu II. 


NOMBRE FERGUSON STUART CHRISTENSEN 


ESPECES total 
de souches U0 CP ee J U O 


Proteus hauseri. . . 480 
Proteus morganti. . 360 
Proteus rettgert . . 42 
Providencia .... 13 


Ce tableau met en évidence les faits suivants : 

1° Les Pr. hauseri et morganii hydrolysent lurée en moins de 
dix heures sur les trois milieux. Trois souches font exception 
sur 840 étudiées ; elles ont été isolées de selles de sujets soumis 
a un traitement intensif par les antibiotiques. Ceux-ci ont peut- 
élre fait disparaitre temporairement ou définitivement luréase 
microbienne ; nous poursuivons l'étude de cette hypothése. 

2° Les Pr. rettgerit hydrolysent tous lurée sur les milieux de 
Stuart et Christensen. Dix souches sur 42 sont incapables de le 
faire sur celui de Ferguson. Nous avons remarqué cependant que 
ce phénomeéne ne s’observait le plus souvent qu’avec des souches 
entretenues depuis longtemps sur milieux artificiels. A l’isolement, 
en régle générale, les Pr. rettgeri y transforment rapidement 
lmurée: 

3° 71 sur 73 Providencia sont incapables d’hydrolyser l’urée sur 
les trois mileux. Les deux souches faisant exception sont des 
intermédiaires aux espéces Pr. retigeri et Providencia ; nous en 
parlerons plus loin. Singer et Bar-Chay {5] ont obtenu des résultats 
manifestement différents ; sur 74 Providencia, 12 étaient uréase + 
sur milieu de Christensen. Nous pensons pouvoir expliquer cette 
discordance. Au cours d’une étude compléte des Providencia qui 
paraitra par ailleurs [46], nous avons remarqué la forte alcalini- 
sation des milieux peptonés par ces germes. Le pH 7,2 de départ 
monte a 8,5-8,7 ; ce phénoméne est surtout accusé avec certaines 
souches. Des miheux de Christensen, ne contenant pas d’urée, 
virent dans ces conditions au rose pale, surtout si le pH de la 
base gélosée est légérement trop élevé au moment de l’ensemen- 
cement. De semblables erreurs d’interprétation: sont survenues 
également au cours de nos travaux. Nous considérons done que 
les Providencia ne sont pas capables d’hydrolyser l’urée. 
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IV. — TRANSFORMATION DE LA PHENYLALANINE 
EN ACIDE PHENYLPYRUVIQUE. 


En 1950, Henriksen [47] signalait la transformation rapide de 
la phénylalanine en acide phénylpyruvique par les Proteus. La 
recherche de cette propriété est simple: dans un tube en 
verre de 16/16, 0,5 ml d’une émulsion microbienne épaisse 
(50 000 millions de germes ou plus) provenant d’une culture sur 
gélose de vingt-quatre heures est additionné de 0,5 ml d’une 
solution dans l’eau distillée de phénylalanine a 0,01 p. 100 et 
de I goutte d’une solution de rouge de phénol a 0,01 p. 100. 
On améne l’ensemble a l’alcalinité (teinte rose) en ajoutant 
I goutte de CO,Na, M/10. On agite vigoureusement. On place 
les tubes dans une position presque horizontale de facon a aug- 
menter le plus possible la surface d’oxydation ; on les abandonne 
quatre heures, ainsi, a la température du laboratoire. On améne 
a la coloration jaune rosé par addition d’un peu d’une solution 
dacide sulfurique a 10 p. 100. On ajoute alors a4 leur contenu 
une pincée de sulfate d’ammoniaque (NH,),SO,, suffisante pour 
saturer le liquide, et IV 4 V, goutles d’une solution d’alun de 
fer ammoniacal a demi-saturation. Une coloration verte intense 
se développant en moins d’une minute (elle est immédiate dans 
toutes nos recherches) indique la transformation de la phényl- 
alanine en acide phénylpyruvique. 

Nous avons soumis a ce test, des Pr. hauserit, morgant, rettgeri, 
des Providencia et un ensemble d’autres Entérobactéries possédant 
ou non une uréase. Les résultats obtenus sont consignés dans le 
tableau III. 

‘Les précisions suivantes peuvent étre apportées a sa lecture ; 

a) 132 sur 183 des Pr. hauseri étudiés transforment rapidement 
la phénylalanine en acide phénylpyruvique, comme l’avait dit 
Henriksen [47]. Nos souches, a cdté des espéces normales et 
habituelles, comportent des variétés H,S = 0 ou rigoureusement 
anaérogénes, des Proteus X19 et X2, des formes 0. Une seule 
est A. P. P. = 0: c’est un Pr. X Kingsbury faisant partie de 
notre collection depuis plus de dix ans et soumis pendant cette 
période a d’innombrables repiquages sur milieux de culture. I] 
peut s’agir, a notre avis, d’une modification artificielle analogue 
a celle présentée par certains Pr. rettgeri de collection, sur milieu 
de I*erguson. 

b) Tous les Pr. morganit, Pr. rettgeri et Providencia sont 
A. P. P.+. Il n’y a pas corrélation entre cette propriété et la 
possession d’une uréase par le germe. Les Proteus hauseri et 
morganii uréase 0 sont A. P. P.+. Inversement, des B. paracoli 
aerogenoides capables d’hydrolyser lurée sur milieu de Ferguson 
sont A. P. P. 0. Nous avons remarqué d’ailleurs que Pasteurella 
pseudo-tuberculosis (3 souches) uréase+ était A. P. P. 0. 
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TaBLeau III. 


GROUPE EI ESPECES sere A. Bal + af 0 
AOU OMS BSE Be ae 433 432 4 
Proleus morngante sees 99 99 0 
Proteus netigerie «2c rn 43 43 0 
IPPOUIMeN Cidama oe ae 78 18 0 
Ailcalescens' # a seem) ee ee 45 0 45 
ATU ZON can eee ee ee ee 6 0 6 
Bethesda-Ballerup........ 30 0 30 
ECOLISS «ontbaat or Aken oe 63 0 63 
E. freundii ou intermed.. ... .| 45 0 45 
1 UOADSOMO Sc) 4. oo oh BO El 14 0 44 
Salmonella typlitae. ene eee 42 0 42 
De SCL OTOOD 135 co Oe UO ¢ 1 0 14 
Wa lypiee niu RitU71 mre 13 0 43 
Salmoneila de types sérologiques 

VOUiCS re. Gateeniee ie eee 52 0 52 
Sh. dysenteriae 1. Sgn WA 4: 2 0 2 
GS Fite a OM acai crits. to 6) BA Alo 42 0 42 
SR0OY dit Tee Se a, Se 8 0 8 
Sh. sonnet Spgen td oer hdcan eek 32 0 32 
Paracoli coliforme. Siena 14 0 14 
Paracoli aerogenoides ...... 25 0 25 


c) La transformation de la phénylalanine en acide phényl- 
pyruvique est, parmi les Enterobacteriaceae, caractéristique des 
Proteus et des Providencia. Nous ne l’avons pas retrouvée chez 
les aulres membres de la famille. Alors que Henriksen [47] 
signalait 2 ou 3 S. paratyphi B, légérement A. P. P.+, nous n’en 
avons décelé aucune parmi les 71 essayées. 

Ces conclusions confirment absolument celles de Singer et 
Bar-Chay [5]. En lignorant, nous nous oecupions en méme temps, 
dans nos laboratoires respectifs, des trés intéressants travaux de 
Henriksen. 


V. —- Propucrion p’AMINES VOLATILES A PARTIR DE LA VALINE 
ET DES LEUCINE ET ISOLEUCINE. 


En 1951, Proom et Woiwod [9] précisent leur découverte de 
1949 [18] : les Proteus cultivés sur hydrolysat de caséine donnent 
deux amines volatiles formées l'une a partir de la valine (iso- 
butylamine) et autre a partir des leucine et isolencine (p-méthyl- 
butylamine). On les met facilement en évidence dans les filtrats 
de culture soumis 4 la chromatographie sur papier. Une méthode 
beaucoup plus simple les décéle également : 
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Dans un flacon de 100 ml bouché par une capsule métallique 
et contenant 20 ml d’hydrolysat de caséine ou de bouillon nutritif 
ordinaire, on inocule le germe a ¢étudier. Aprés vingt-quatre 
heures d’incubation a 37°, on ajoute III gouttes d’alcool capry- 
lique, 2 ml de soude N10 et environ 0,5 ¢ de poudre d’aluminium 
dégraissé par lavage 4 |’éther. On ferme le flacon avec une capsule 
métallique perforée en son centre ; entre le métal et la rondelle 
de caoutchouc de ce bouchon, on ‘a glissé au préalable un petit 
fragment de papier filtre également dégraissé par |’alcool-éther 
et imprégné dune solution de ninhydrine a 0,5 p. 100 dans le 
n-butanol puis séché a la température du laboratoire. Ces papiers 
sont manipulés avec une pince et ne doivent jamais l’étre avec 
les doigts. On agite de fagon a obtenir un abondant dégagement 
dhydrogene. Celui-ci entraine les amines volatiles qui viennent 
au contact du papier filtre ; elles font virer au rose ou au rouge 
franc la ninhydrine qui l’imprégne. Le changement de coloration 
doit survenir en quinze minutes au plus ; la coloration doit étre 
franchement rose ; on ne tient pas compte d’un virage au jaune 
indiquant seulement un dégagement d’ammoniaque. Tous les 
détails pratiques de ce test simple seront trouvés dans l’article 
de Proom et Woiwod; chacun d’eux doit étre rigoureusement 
observé. : 

En utilisant la chromatographie sur papier ou la méthode 
simplifiée décrite, les auteurs montrent que tous les Pr. hauseri 
(vulgaris et mirabilis) et tous les Pr. morgantt produisent des 
amines volatiles. Les Pr. religeri, par contre, ne le font pas ; ils 
se comportent a ce sujet comme 239 autres espéces d’Enterobac- 
teriaceae étrangéres au genre Proteus. 

Depuis deux ans, nous avons recherché ce phénomeéne chez de 
nombreuses hactéries. Nos résultats sont résumés dans_ le 
tableau IV. 

Ils mettent en évidence les faits suivants : 

1° La production d’amines volatiles 4 partir des valine, leucine 
et isoleucine est constante chez Pr. hauseri et Pr. morganit ; elle 
nest pas réalisée par les Pr. rettgeri et, comme eux, les autres 
Enterobacteriaceae sont incapables de la déterminer. Ces conclu- 
sions confirment intégralement celles de Proom et Woiwod. 

2° Par contre, les Providencia ont ou n'ont pas cette faculté. 
Ce fait intéressant nécessite quelques précisions : 

a) Nos essais nous ont montré que le milieu donnant les meil- 
leurs résultats pour la recherche simplifiée ou la chromatographie 
était le suivant : 


Trypticase (Baltimore Biol. Labo.) .....-...... 15 g 
Extrait de levure (Difco) ....-..-..+--.+.-+-+.--: 3g 
Extrait de viande de beuf . jet as TE eee 3g 
CINAA nets Gah choke Dicuseae si AS Soa Mpegs oo ue 5 g 
Eau distillée . . . . 4 000 ml 


Ajuster a pH 7 ee ‘autoclaver 20 ‘minutes @ 120° 
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TABLEAU IY. 
. ee avs 
ESPECES OU GROUPES ae ee mes ate A 2) 0 

Proteus hausertys. ee 2 coke 43 43 0 
Proteus morgane ee 45 45 48 
Proteus rettgeri. ... . ce 30 0 30 
Rrovidencia@ meer. eo. ae: Te 18 55 
ALCAULESCENS On ements) en eee 19 0 49 
Bethesda- Ballerup aeeta SLY: 37 0 37 
J RUR E oer a oe Oey eo Ae 40 0 10 
Klebsiella’, dot ie-uewmeues <" c Ault 8 0 8 
Paracoli coliforme. ....... 20 0 20 
Paracoli aerogenoides . . 49 0 419 
Salmonella de types sérologiques 
VATICS eiametena sat eae ths Me 20 0 20 
Shigella d’espéces variées ... . 36 0 36 
SCHIAEL rs ip fh ep cas 6 0 6 


(4) A.V. + production d’amines volatiles. 
(2) A.V. 0, absence d’amines volatiles. 


b) La chromatographie sur papier a été réalisée ainsi : 

Suivant la technique proposée par R. J. Block (« Paper Chro- 

matography », Academic Press. Inc. Publishers, N.-Y., 1952), 
les amines sont extraites par des solvants organiques en milieu 
alcalin puis purifiées et chromatographiées sur papier ow elles 
sont révélées par le réactif a la ninhydrine. 

5 ml de culture bactérienne filtrée recoivent 6 g du mélange 
PO,K,, SO,Na, (1 p. 6 en poids) dissous dans 15 ml d’eau chaude. 
Les amines sont extraites 4 léther privé de peroxyde dans un 
extracteur continu, pendant vingt-quatre 4 quarante-huit heures. 
Dans le ballon a distiller, on a ajouté a l’éther d’extraction 1 ml] 
d’une solution aqueuse d’acide phosphorique a 4 p. 100. 

Aprés le temps d’extraction la solution acide aqueuse est sous- 
traite, diluée a l’eau et amenée a pH 7, puis saturée en mélange 
PO,K,, SO,Na,, et les amines sont extraites dans un_ petit 
volume de n-butanol. Celui-ci est alors séché sur SO,Na,, filtré 
et recoilt un barbotage suffisant de CIH gazeux pour salifier les 
amines. Le butanol est alors concentré sous vide et amené aA un 
volume tel que 1 ml de milieu de culture correspond a 10 wl 
d’extrait, qui est chromatographié en phase descendante avec le 
systéme : butanol, 40; acide acétique, 10; eau, 50. L’isobutyl- 
amine produit de décarboxylation de la valine a un Rf de 0,57, 
la _B-méthylbutylamine provenant de la leucine, un Rf de 0,77. 

Les images obtenues avec les Providencia sont comparables 
A celles fournies par les Pr. hauseri sur le méme milieu de 
culture, comme le montre la figure 1. 
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c) ‘Les souches de Providencia amines volatiles+ (A.V.+) 
conservent cet'e propriété au cours de nombreux repiquages sur 
milieux de culture artificiels. 

d) Un phénoméne curieux est présenté par certaines souches 
A.V.0 et A.V.+. Une souche A.V. 0 isolée en stries sur une 


ds 


we 


Fic. 1. — Chromatogrammes des amines volatiles extraites de 5 ml 
de culture de : 1, Proleus hauseri; 2, Providencia 


eélose nutritive peut donner deux sortes de colonies; les plus 
nombreuses sont A.V. 0, mais quelques-unes sont A.V. +. Inver- 
sement, on trouve parfois, chez des especes A.V.+, quelques 
colonies A.V. 0. Ces formes anormales pour la souche étudiée 
ne conservent pas ce caractére qui n’est que transitoire. De méme, 
l'une de nos souches de Providencia rendue résistante 4 100 ug 
de chloromycétine par 1 ml est devenue A.V.+ alors qu’elle était 
A.V. 0 initialement. Deux autres, par contre, n’ont pas été modi- 
fiées par ce traitement. Tout semble se passer comme si les 
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Providencia A.V.0 possédaient cependant un enzyme latent se 
manifestant seulement dans certaines conditions non encore suffi- 


samment précisées. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 


En analysant les travaux des auteurs antérieurs et ceux exposes 
ici, nous sommes amenés A discuter quelques faits pour préciser 
les réactions biochimiques les plus caractéristiques du genre 
Proteus tel qu’il est actuellement défini par le manuel de 
Bergey [4] et l’éventualité d’une modification de ses composants. 

a) L’envahissement des milieux gélosés est caractéristique de 
toutes les formes mobiles de Pr. hauseri, morganii et retigeri. ll 
existe de nombreuses formes immobiles ou peu mobiles, surtout 
chez les derniers, rendant peu ulile ce mode de détermination, en 
pratique courante. 

b) L’exigence en acide nicotinique sépare les Proteus en deux 
groupes’: + pour Pr. hauseri et morgani ; 0 pour Pr. rettgeri. 

c) La présence d’une uréase n’est pas spécifique du genre 
Proteus ; trop d’autres Enterobacteriaceae possédent également 
cet enzyme, méme lorsqu’il est recherché sur milieu synthétique. 
On remarquera la nécessité d’utiliser le milieu de Stuart pour sa 
constante mise en évidence chez les Pr. rettgeri. Dans |’étude 
systématique du genre Proteus, on abandonnera le milieu de 
Christensen qui posséde un intérét manifeste, par contre, pour 
les distinctions d’autres groupes d’Enterobacteriaceae. 

d) La transformation de la phénylalanine en acide phénylpyru- 
vique est constante et caractéristique dans le genre Proteus. Cette 
propriété n’existe pas chez les autres Enterobacteriaceae. A 
lencontre de Ja supposition de Henriksen qui l’a décrite, elle 
ne va pas de pair avec l’uréase. Les Paracoli uréase + sont tous 
A. P. P. 0. Inversement, les Providencia uréase 0 sont A. P. P.+; 
de méme des Proteus hauseri ou morganii uréase 0 sont A. P. P.+. 
Elle doit done étre considérée comme la réaction fondamentale 
pour la spécification du genre Proteus. 

e) ‘La production d’amines volatiles 4 partir de la valine et des 
leucine et isoleucine est toujours réalisée par Pr. hauseri et 
morganit, mais non pas les rettgeri. Son inconstance chez les 
Providencia, qui ont par ailleurs les propriétés fondamentales 
des Proteus, nous oblige a considérer ce caractére comme tres 
utile pour la dé‘ermination des espéces mais non du genre. 

Nous pouvons résumer, dans ces conditions, dans Je tableau Ni 
le comportement des Pr. hauseri, morganii, rettgeri et des Provi- 
dencia. 

Les conclusions suivantes peuvent étre déduites de son examen : 

a) Pr. hauseri (vulgaris et mirabilis) et Pr. morganii possedent 
tous les caractéres biochimiques importants décrits pour le genre 
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Proteus. Les deux espéces se différencient par d'autres propriétés 
connues. 


TaBLeau V. 
ESPRCES ENVAHISSEMENT ACIDE : ACIDE AMINES 
(1) nicotinique | UREASE phényl volatiles 
pyruvique 

Pr. hauseri . + 4 = + ae 

Pr. morganti . _ + + + a 

Pr. retigeri. + 0 | =f 0 
Providencia. 4. 0 0 + + ou 0 


(1) Pour les formes mobiles. 


b) Pr. reltgert transforme rapidement et constamment la phényl- 
alanine en acide phénylpyruvique. Possédant cette propricté 
caractéristique des Proteus, il doit étre conservé dans leur genre. 

c) Les Providencia doivent étre inclus dans ce dernier. Ils en 
présentent les caractéres principaux : 

Les formes mobiles envahissent les géloses nutrilives ; 

Ils transforment Ja phénylalanine en acide phénylpyruvique ; 

Ils peuvent produire des amines volatiles a partir de la valine, 
des leucine et isoleucine. Vraisemblablement, dans des conditions 
i rechercher, toutes les souches seront capables de le faire sur 
milieux artificiels. ; 

Ils se différencient des Pr. reltgeri par l’absence d’uréase. Nous 
proposons de leur donner le nom de Proteus stuartii. Nous revien- 
drons en détail sur |’étude biochimique de ces Providencia et 
Pr. retigeri dans un travail publié par ailleurs [46]. Tous les 
caractéres secondaires mis en évidence au cours de ce dernier 
confirment, a notre avis, la valeur de cette suggestion. 

Comme l’ont dit Singer et Bar-Chay [5], les Providencia sont 
trés voisins des Pr. retigeri. Il existe d’ailleurs des formes inter- 
médiaires entre les deux espéces ; l'étude des caractéres secon- 
daires (fermentations sucrées, en particulier) fait hésiter a les 
ranger avec certitude dans l’une ou lautre espéce ; elles sont 
rares et proviennent le plus souvent des milieux extérieurs conta- 
minés, eaux de surface, par exemple. 

La transformation de la phénylalanine en acide phénylpyru- 
vique mise en évidence. par Henriksen pour les Proteus est, a notre 
avis, un test important pour l’étude des Enterobacteriaceae. La 
relative complexité de la réaction était, jusqu’ici, un obstacle 
4 son utilisation en pratique courante. Nous avons réussi a la 
simplifier considérablement ; cette modification 4 sa technique 
sera publiée trés prochainement. 
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EFFET EXERCE /N V/TRO PAR LE SALICYLATE DE Na 


SUR DEUX TYPES 
DE REACTIONS ANTIGENE-ANTICORPS : 
L’AGGLUTINATION BACTERIENNE 
ET L’'HEMAGGLUTINATION PASSIVE (). 


par J. LEBRUN et A. DELAUNAY. 


(C.N.R.S., Institut Pasteur, Annere de Garches.) 


On sait que les salicylates peuvent modifier in vitro les réactions 
de précipitation antigéne-anticorps. Cette action a été déja étudiée 
sur Jes systeémes toxine-antitoxine diphtériques par Marrack et 
Smith [4], ovalbumine-antiovalbumine de lapin par Coburn et 
Kapp [2] et par Friend [8], enfin polysaccharide du pneumocoque 
et antisérum de lapin par Friend [8]. Elle se manifesle par une 
inhibition plus ou moins marquée et en partie réversible de la 
précipitation. Les auteurs ne sont pas d’accord sur le mécanisme 
de cette action. Les uns y voient surtout le résultat d’une simple 
solubilisation du précipité spécifique due a la propriété bien 
connue que partage le salicylate avec les hippurates et les 
benzoates d’accroitre la solubilité de certaines protéines peu 
solubles ; les autres l’attribuent a une « inactivation » de J’anti- 
corps, la cause et les modalités de cette action restant mal définies. 

Dans le but de distinguer la part qui revient 4 chacun de ces 
modes d'action et de préciser l’effet du salicylate sur l’anticorps, 
nous avons examiné le réle du salicylate dans des réactions anti- 
géne-anticorps d’une autre nature que celles qui avaient été 
étudiées jusqu’é présent, a savoir: Vagglutination de bacilles 
typhiques et l’hémagglutination passive de globules rouges sensi- 
bilisés soit par un polyoside tuberculeux (réaction de Middlebrook- 
Dubos), soit par l’antigéne typhique O. Lorsqu’une réaction de 
précipitation a été possible avec les systémes utilisés, nous l’avons 
faite parallélement a la réaction d’agglutination. Enfin, ayant émis 
Vhypothése que le salicylate pourrait agir en dénaturant la glo- 
buline-anticorps, nous avons comparé son action a celle de 
4 autres substances : 

a) Deux composés de structure voisine du salicylate : 1’O-iodo- 
benzoate de Na et le para-oxybenzoate de Na dont le premier au 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 
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% £ 2 fats . ? wa « 
moins est un dénaturant classique des protéines ; b) Vurée et la 
guanidine, autres dénaturants bien connus de ces mémes 
substances. 


METHODEsS. 


I. — TRaireMENT DES IMMUNSERUMS par le salicylate de Na, 
l’ortho-iodobenzoate de Na, le para-oxybenzoa'e de Na, la guani- 
dine et lurée : Le sérum anti-Eberth est dilué au 1/10, le sérum 
antituberculeux au 1/8, avant l’addition des substances testées. 
Nous avons observé en effet que lemploi de sérusis immuns non 
dilués entraine souvent une gélification aprés chauffage ou une 
précipitation aprés dialyse. 

Chaque sérum est divisé en 6 parties égales; 5 sont traitées 
par lun des 5 produits ajoutés sous forme pulvérulente a la 
concentration de 0,6 M; la sixiéme sert de témoin. Chacune de 
ces 6 parties est divisée en 4 lots A, B, C, D. Ceux-ci sont traités 
de la fagon suivante : 

Lot A. — Sérums conservés une heure a la température ordi- 
naire, non dialysés. 

Lot B. — Sérums conservés une heure a la température ordi- 
naire et dialysés trois jours en sac de cellophane contre de l'eau 
physiologique jusqu’éa élimination du produit essayé. Le sérum 
témoin est dialysé pendant le méme temps. 

Lot ©. — Sérums chauffés une heure a 56°, non dialvsés. 

Lot D. — Sérums chauffés une heure 4 56° et dialysés dans les 
mémes conditions que le lot B. 

‘Les pH de ces sérums sont restés a 7,8 environ. 


II. -— TECHNIQUES SEROLOGIQUES UTILISKES. — 1° Agglutination 
baclérienne. — L’agglutination O de bacilles typhiques par un 
sérum de lapin anti-Eberth (1) a été obtenue selon la méthode 
classique : & 0,9 ml d’une suspension standardisée de bacilles 
typhiques traités par lalcool, délivrée par l'Institut Pasteur, est 
ajouté 0,1 ml d@’immunsérum aux dilutions suivantes : 1/10, 1/100, 
1/500 et 1/1 000; le mélange est déposé a l’étuve A 387° pendant 
deux heures puis gardé a la température du laboratoire. ‘Les lec- 
tures sont faites au bout de seize heures (voir tableau I). 

2° Hémagglulination passive de globules rouges sensibilisés. — 
Deux types d’hémagelutination ont été utilisés : 

a) La réaction de Middlebrook proprement dite ; 


b) L’hémagglutination passive d'hématies  sensibilisées par 
Vantigéne typhique O. 


(1) Nous remercions vivement M. Le Minor, chef de laboratoire 
4 l'Institut Pasteur, qui nous a aimablement procuré ce sérum. 
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a) Des globules rouges de cobaye sont recueillis sur solution 
d’Alsever a raison de 10 cm*® de sang pour 12 cm* de solution et 
lavés trois fois a I’ an physiologique. Ils sont sensibilisés pendant 
deux heures a 37° par contact avec une solution de polyoside 
tuberculeux (fraction St de l'Institut Pasteur) dans la proportion 
de 0,5 ml d’une suspension d’hématies dont la concentration 
correspond a cing fois celle du sang normal pour 5 ml de la 
solution de polyoside a 0,14 mg/ml. Les globules sont ensuite 
lavés deux fois a Veau physiologique. La réaction est conduite 
selon la technique de Middlebrook et Dubos [4] avec un sérum de 
cheval tuberculeux (2) aux dilutions indiquées dans le tableau III ; 
6,4 ml de sérum dilué + 0,4 ml d’une suspension a 5 p. 100 
dhématies sensibilisées sont placés a l’éluve a 37° deux heures. 
L’ageglutination est lue au bout de seize heures. Le sérum de 
cheval utilisé avait été débarrassé, dans un premier temps, des 
agglutinines naturelles anti-globules de cobaye qu’il contenait. 

b) Des globules rouges de cobaye obtenus comme précédem- 
ment sont sensibilisés par contact deux heures au bain-marie a 37° 
avec une solution d’endo‘oxine typhique préparée selon la méthode 
de Boivin et Mesrobeanu [5] et contenant 2 mg d’antigéne par 
millilitre. 5 m] de cette solution servent a sensibiliser 0,5 ml dune 
suspension d’hématies cing fois plus concentrée que celle du sang. 
Pour réaliser une meilleure fixation du complexe sur le globule 
rouge, nous avons remarqué qu'il était préférable d’utiliser une 
endotoxine qui, au préalable, avait été chauffée une heure a 100°. 
On sait que, traité dans ces conditions, le produit garde sa toxicilé 
et son pouvoir antigénique ; cependant, il se fixe mieux sur le 
globule rouge ainsi que le prouve l’augmentation du taux d’agglu- 
tination. Le sérum de lapin anti- Eberth utilisé pour l’agglutination 
bactérienne est débarrassé de ses agglutinines anti-globules rouges 
de cobayes par le procédé habituel et réparti sclon le méme 
protocole que dans le cas précédent aux dilutions indiquées dans 
le tableau II. La préparation est déposée a Vétuve a 37° deux 
heures, les lectures sont faites seize heures plus tard. 

° Réaction de précipitation. — Elle a été faite seulement avec 
Yantigéne typhique. Les modifications de la réaction obtenues 
en présence d’immunsérums dénaturés par l’un des cing produits 
essayés n’ont pas été suivies quantitativement mais simplement 
par le test de l’anneau. 

RESULTATS. 


I. Action comparée du salicylate de Na, de Vortho-iodobenzoate 
de Na, du para-orybenzoate de Na, de la guanidine et de Uurée 


(2) Nous remercions également M. Boisvert, du Service du BCG de 
l'Institut Pasteur, qui a bien voulu nous fournir ce sérum que lui- 
méme utilise couramment. 
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sur la réaction d’agglutinalion O des bacilles typhiques par 
Vimmunsérum correspondant. — a) Réaction faite une heure 
apres V’addition du dénaturant a la température du _laboratoire 
(emploi des sérums lot A). A la concentration utilisée, les produits 
n’ont que peu d’effet sur l’agglutination. Les quatre premiers 
raménent le taux limite d’agglutination du 1/5 000 au 1/1 000: 
l’urée est sans action. La dialyse des sérums contre |’eau physio- 
logique (lot B) ne rend le pouvoir agglutinant initial, au 1/5 000, 
qu’au sérum traité par la guanidine. 


TasLeau 1. — Action du salicylate de Na et de quatre autres déna- 
turants des protéines sur l’agglutination O des bacilles typhiques 
par l’immunsérum. 

(Lecture aprés seize heures). 


dilutions finales du sérum 
10-20 Torte Aco ee ios 


sans ssrua 


tube tamoin 
Lot A H+ +++ + O ie) 
Sérum anti-typhique av I/I0 : Lot B +++ +H + to) ' 0 
(tdmoi n) Lot C +4 co + (0) fe) 
Lot D ++ tt = ie) ie) 
Lot A +H + Q te) ie) 
Sérum anti-typhique av I/I0: Lot B ee + ° ° i 0 
+ Salicylate 0.6 k Lot C fe) ) 0 O) | t) 
Lot D 0) ° 0) 0) | 0 
Lot A + i 1°) ° | ° 
Sérun anti-typhique au I/I0: Lot B + + t) r) | 0 
+ O.iodobenzoate Na 0.6 M Lot C io} QO ie) (0) u te) 
Lot D ° 0 0 Ol 0 
Lot A ++ + fe) te) ° 
Sérum anti-typhique av I/IO : Lot B +++ + 0 ° ° 
+ Para-oxybenzoate Na 0.6 M Int C + se ie) ie} i?) 
Lot D + + r) ) ' ry) 
Lot A +H + {e) 0 te) 
Sérum anti-typhique av I/I0 : Lot B H+ HH + fe) fe) 
+ Guanidine (chlorhydrate) Lot C ++ + 0 fc) to) 
0.8 mM Lot D +44 +++ ce) i2) ie} 
Lot A +++ tH + 0 ie) 
Sérun anti-typhique av I/IO : Lot B tet +++ + fe) fe) 
+ Urée 0.6 lt Lot C ++ +H + + | ) 
Lot D +H fod + fr) \ 0 


Lot A: Sérum employé tel quel aprés une heure de contact a 22°; Lot B: 
Sérum du lot A dialysé trois jours 4 4°; Lot C: Sérum chauffé 1 heure a 56°; 
Lot D: Sérum du lot C dialysé trois jours & 4°. 


b) Réaction faite aprés contact de Vimmunsérum et du déna- 
turant une heure au bain-marie 4 56° (lot C) ; dans ces conditions, 
Pagglutination est totalement inhibée par le salicylate et l’ortho- 
iodobenzoate. L’inhibition est incomplete avec le para-oxybenzoate 
et la guanidine ; lurée est sans action. 

L’éhmination des inhibiteurs par dialyse (lot D) restitue une 
partie de son pouvoir agglutinant au sérum traité par la guani- 
dine. Dans les autres cas, Vinhibition est irréversible (voir 
tableau I). 
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Les expériences de controle suivantes ont été faites : 

a) On sait que certaines réactions antigéne-anticorps sont sen- 
sibles 4 des modifications de la concentration en sel. Pour évaluer 
un effet de cet ordre dans nos expériences, un échantillon 
d’immunsérum au 1/10 a été traité par du ClNa 0,6 M. Que le 
sérum ait été utilisé tel quel ou chauffé une heure a 56°, il 
agglutine normalement les bacilles aprés ce traitement. 

b) L’action du salicylate sur les bacilles eux-mémes s’est révélée 
nulle méme aprés chauffage, le sel ayant été éliminé par centri- 
fugation et lavage des corps microbiens. 

c) Une série d’agglutinations H a été faite avec les immun- 
sérums trailés par le salicylate; des résultats, analogues aux 
précédents, ont été enregistrés. 

d) Une concentration dix fois plus faible de salicylate n’inhibe 
pas Vagglulination. 


Il. Action comparée du salicylate de Na, de lortho-iodoben- 
zoate, du para-oxybenzoate, de la guanidine et de l'urée sur deux 
réactions d’hémagglutination passive : la réaction de Middlebrook- 
Dubos et Vhémagglutination de globules rouges sensibilisés par 
Vantigéne typhique. — Le salicylate et l}O-iodobenzoate de Na 
a la concentration utilisée (0,6 M) hémolysent les globules rouges 
de cobaye ; nous ne pouvons donc, pour ces réactions, tenir 
compte que des immunsérums dialysés (lots B et D). Le sérum 
tuberculeux aussi bien que le sérum anti-typhique n’ont pas été 
sensiblement altérés par un contact d’une heure 4 22° avec ces 
produits mais, aprés chauffage une heure a 56° et dialyse, ils ont 
totalement perdu leurs propriétés hémagglutinantes. Le para- 
oxybenzoate, l’urée et la guanidine 0,6M ne provoquent pas 
d’hémolyse marquée. ‘Le para-oxybenzoate et la guanidine «abais- 
sent légérement le taux limite d’hémagglutination, comme dans 
le cas de l’agglutination bactérienne (voir tableaux IH et III). 
La dialyse tend a rétablir l’activité sérique. L’urée est sans 
action. 

Les expériences de contrdle suivantes ont été effectuées : 

a) Action du CINa0,6M sur des immunsérums chauffés une 
heure a 56° puis dialysés : le taux limite d’agglutination est reculé 
d’un tube. 

b) L’action du salicylate sur lantigéne typhique a été recher- 
chée. L’addition de salicylate a Ja cencentration de 0,6M a 
Vantigéne produit une coloration jaune pale du mélange ; celle-ci 
subsiste aprés chauffage une heure a 56° ou méme deux heures 
4 100°. Elle disparait aprés dialyse. L’antigéne chauffé a 100° 
deux heures en présence de salicylate sensibilise mieux les glo- 
bules rouges que l’antigéne frais ; il les sensibilise aussi bien que 


Vantigéne chauffé deux heures a 100° sans salicylate. 
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Tapieau Il. — Action du salicylate de Na et de quatre autres déna- 
turants des protéines sur l’hémagglutination passive a@hématies 
sensibilisées par l'antigéne typhique O. 

(Lecture aprés seize heures). 


dilutions in OR, Pdu sérunm utilis 


(G.R.mormavx |(G.R.sensitili- 


1/10 1/20 1/40 1/ao 1/160 1/s20 || + «Sérum) sée + OF, @) 

u 
Sérum antityphique Lot a” +H ++ +H ++ + + ° ° 
av I/IO (témoin) Lot B +H +H +44 +44 ++ +t 0 ° 
let Cc ttt t+ +44 H+ + + ° ° 
lot D +++ +H +++ tH ++ had iH ° fo) 

i 
Sérum antityphique Lot A. Hémol.totale H.partielle H.partielle ++ + " Htotale ie) 
av I/10 + salicyla- Lot 5 eal +++ we He ++ + ! ° ° 
te 0,6 Lot C Hémol.totale H.partielle A.partielle O ° ° | Btotele oO 
lot D ce} r°) ie} Qo ie) t°) oO 
Sérum antityphique Lot A H.partielle + + + + fe} H. partielle 0 
mw 1/10 + Q.iodo- Lot B tte tt att ++ + ° ° oO 
benzoate 0.6M lot C H.partielle fe) (e) ° ° ie} | HB partielle Oo 
lot D ° 5) ° ° te) ie} i te} ce) 

| 
Sérum antityphique Lot A Hémol.légtre +++ +++ +H + + ! H.légere ° 
eu 1/10 + pareoxy- Lot B +++ +H tet ++ + a2 Hy fe) r) 
benzoate 0.6 M Lot C + ++ ++ + + + H ie) fe} 
lot D +t +tt +++ + + + ° oO 

1 

i 
Sérum antityphique Lot A ++ +++ + + + fe} 1 fe) fe} 
ay I/10 + guanidine Lot B tt tt he + + + i ° 6 
(chlorhydrate) 0.6ti Lot © 47 + es + * ° Ht te) ° 
Lot D HH ++ He H+ + (0) + fe) i) 
Ssrum antityphique Lot A +H4+ eee +H +e +t ++ t ° ° 
au I/10 + Urée 0.6% Lot B ++ +t +++ +++ + + | ie) ° 
Tot © +++ +H mH +++ + + , ° fe} 
Lot D +++ + Ht ++ + ! O° ° 


Lot A : Sérum employé tel quel aprés une heure de contact 4 22°: Lot B : Sérum 


du lot A vialysé cing jours a 4°; Loft ©: Sérum chauffé une heure a 56°; 
Lot D : Sérum du lot C dialysé trois jours a 4°. 


TasLeau Ill. — Action du salicylate de Na et de quatre autres 
dénaturants des protéines sur la réaction de Middlebrook-Dubos. 
(Lecture aprés seize heures.) 


dilutions en OR, gdu sérua utiliss témoin sérum | t&moin antigins 
(G.R.normwaux | (G.R.sensibilisés 
I/s lie 1/82 1/64 {| + sérun) + oR @) 
Sérum de cheval tuberculevx Lot & +H 4 +H + ° n) 
au I/S8me (témoin) lot B ++ ey +H + | ° 0 
Lot C Ht tet os + i ° ) 
Lot D ++ he +H = ° ° 
it 
SSruz de cheval tuberculevx Lot A Hémolyse totale Hpartielle H.partielle + | R.totale ° 
eu I/8ame + salicylate Lot B 7 cae +4 ¢ Hy 0 ° 
0.6 u Lot C Hémolyse totale E.partielle H.partielle ce) R.totale ° 
lot D 0 ° i) ° QO 
Sérum de cheval tuberculeux Lot A Hem. particlle H.partielle te) ° B.partielle ° 
sv I/8ame + O.iodotenzoate Lot B HH HH ee + ° ° 
0.6 & Lot C Han. partielle B.partielle to) ro) || Hepartielle ° 
Lot D oO ° oO ° 1 ° ° 
Sérum ce cheval tuberculeux Lot A  Himol. légdre +H + to) H. légire Co) 
su I/@me + Paraoxybenzoate Lot B tH He He + 1 Co) 
0.6 Lot ¢ + + ry) oF ey 0 0 
lot D +H + + ° | ° ce) 
it 
Sérum de cheval tuberculeux Lot A HH Bad - ° | fe) ° 
eu I/S8me + Gvanidine (chlo- Lot B H+ te + + iH ° ro) 
-rhyerate) 0.6L Lot C + + + ‘Ones | 0 oO 
lot D + Ht + QO ce) 0 
Séruw de cheval tuberculeux Lot & +H tet tee + te) re) 
es I/€éne + Urée Lot B ++ +H an + re) re) 
0.6 W Lot C +H ++ + + ce) a 
Lot D +H ++ H+ = I Q Q 
4 | 
ee ! 


Lot A : Sérum employé tel quel apres une heure de contact & 32°; Lot B : Sérum 
du lot A dialysé trois jours & 4°; Lot C : Sérum chauffé une heure a 56"; 
Lot D : Sérum du lot C dialysé trois jours a 4°. 
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c) Une concentration plus faible de salicylate (0,06 M) n’inhibe 
pas Vhémagglutination tuberculeuse ou typhique. 

di We héemag glutination comportant en plus de l’anticorps et de 
Vantigéne un (omens facteur — le globule rouge —, nous avons 
cherché & savoir si le salicylate pouvait avoir une action directe 
sur le globule rouge sensibilisé. Nous n’avons pu rechercher 
‘action des doses fortes qui sont hémolytiques, mais seulement 
des doses au 1/500 (0,012 M) et 1/1 000 (0,006 1 at, qui permettent 
un contact de deux heures au bain-marie 4 37° sans provoquer 
dhémolyse notable. Nous avons constaté que, dans de telles 
conditions, des globules rouges préalablement sensibilisés soit 
par le polyoside tuberculeux, soit par lantigéne typhique, 
conservent leurs  propriétés a agglutinabilité par les sérums 
correspondants. 


REACTION DE PRECIPITATION. — Quelques gouttes d’antigéne 
typhique déposées, dans un tube, a la surface du sérum anti- 
Eberth au 1/10, provoquent l’apparition d’un disque de précipité 
a Vinterface des deux liquides. Lorsque Vimmunsérum a été 
traité par le salicylate (lots A, C, D), aucun anneau n’apparait. 
Avec le lot B un disque est visible. Les sérums traités par le 
guanidine donnent dans tous les cas un anneau beaucoup moins 
marqué que le sérum témoin. Les sérums traités par l’urée se 
comportent comme le sérum témoin. 


Discussion. 


Il ressort des résultats qui viennent d’étre exposés que : 

1° Le salicylate de Na peut inhiber plusieurs types de réactions 
antigéne-anticorps in vuilro. 

a) La réaction de précipitation, phénomeéne déja mis en évidence 
par d’autres auteurs ; 

b) L’agglutination bactérienne (bacille typhique) ; 

c) Des hémagglutinations passives du type Middlebrook-Dubos. 

2° Dans ces deux derniers cas : le salicylate n’a d’action ni sur 
les microbes, ni sur l’antigéne en solution ; 11 ne modifie pas Ja 
sensibilisation des hématies par Je polyoside tuberculeux ou 
Vantigene typhique. Ses propriétés hydrotropes que Von a pu, 
dans le cas des réactions de précipitation, rendre responsables 
d'une solubilisation du précipité antigéne-anticorps, ne se mani- 
festent pas ici ot! le complexe est lui-méme fixé a une particule 
insoluble (microbe ou hématies). I] est incapable de détacher le 
complexe de son support. 

3° L’action du salicylate porte électivement sur lV immunsérum, 
ainsi qu’en témoigne la persistance de ce'te action aprés dialyse. 
Nous pensons que celle-ci est due a une dénaturation de la globu- 
line-anlicorps. En effet, les modalités d’action du salicylate suivent 
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bien celles que plusieurs auteurs ont mises en évidence a propos 
de son pouvoir dénaturant sur d’autres protéines : lhémoglobine 
(Anson, Chalopin), le virus de la mosaique du tabac (Best), ‘ete. 
[7, 8, 9, 40, 44, 12, 13}. Pour un sérum donné, lintensité de la 
dénaturation et son irréversibilité dépendent de la dose du sali- 
cylate, du temps de contact et de Ja température a laquelle a été 
maintenu le mélange sérum-salicylate pendant cette période de 
contact. Si, par exemple, on chauffe a 37° au heu de 56°, six jours 
(incubation et non plus une heure sont nécessaires pour obtenir 
une dénaturation compléte avec la méme quantité de produit. 
Il est certain, de plus, que la dose de salicylate nécessaire a 
Vinactivation d’un immunsérum dépend de la quantité de protéines 
elobulines-anticorps. 
protéines totales 
Ce dernier point qui nécessite une étude particuliére sur )’affinité 
du salicylate pour telle ou telle fraction des protéines sériques 
fera objet d’un autre travail. Dans les conditions réalisées par 
nous, iJ faut un certain temps de contact 4 56° pour que |’inacti- 
vation de l’anticorps soit compléte et irréversible par simple 
élimination du salicylate. Dans les expériences de Friend, sans 
chauffage [8], la réversibilité du phénoméne est partielle apres 
dialyse. Cette différence s’explique par le fait que, dans ce dernier 
cas oti la dénaturation est faible, Vinhibition de la précipitation 
est due en partic a la solubilisation du complexe antigéne-anti- 
corps gui, elle, ne persiste qu’en présence du salicylate. L’emplot 
des techniques d’agglutination et d@hémagglutination permet donc 
de dissocier neltement ce mode d’action de lV inactivation propre- 
ment dite de lanticorps. 


totales du sérum ou plut6t du rapport : 


L’O-iodobenzoate de Na présente exactement les mémes_ pro- 
priétés a la méme concentration moléculaire que le salicylate ; 
le para-oxybenzoate est nettement moins actif. On peut évidem- 
ment se demander a ce propos si c’est a la position ortho de OH 
ou de I que les deux dérivés actifs de l’acide benzoique doivent 
leurs propriétés. L’emploi systématique de nombreux dérivés en 
ortho et en para serait nécessaire pour répondre a cette question. 
A la méme concentration moléculaire que le salicylate, la guani- 
dine ne donne pas daltération trés marquée et lurée est sans 
action. Des doses beaucoup plus fortes de ces substances sont 
nécessaires pour dénaturer un anticorps. D’aprés Wright [6], il 
faut une concentration 7,5M durée a pH 7,8 pour détruire la 
moitié de l’activité neutralisante de V’anticorps diphtérique en 
vingt-quatre heures 4 22°. Avec la guanidine, l’anticorps de cheval 
anui-pheumocoque est altéré par une concentration 1,2 M a \. 
Lun de nous a montré récemment que le salicylate agit, a la 
concentration de 0,6 M, sur les protéines sériques et tissulaires de 
telle sorte qu’elles perdent en totalité ou en partie leur aptitude 
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a déclencher in vivo un choc anaphylactique chez les animaux 
sensibilisés par du sérum ou des extraits tissulaires normaux [44]. 
Les agglutinines spécifiques des groupes sanguins [46] et l’activité 
peroxydasique de l’haptoglobine [45] sont aussi modifiées. 


CoNCLUSION ET RESUME. 


Les résullats qui ont été exposés ici montrent que l’action du 
salicylate sur les réactions antigéne-anticorps, in vilro, peut 
relever de deux mécanismes et qu’il est possible de dissocier 
ceux-cl. Le salicylate posséde 1° une action solubilisante sur le 
complexe antigéne-anticorps. Cette propriété ne se manifeste que 
lorsqu’il s’agit d’un systéme précipitant. 2° Une action dénatu- 
rante sur les globulines-anticorps. Celle-ci a pu étre étudiée isolé- 
ment grace a l’emploi, non plus de la réaction de précipitation, 
mais des réactions d’agglutination bactérienne et d’hémagegluti- 
nation passive. 

‘Le degré de dénaturation dépend de la quantité de salicylate 
utilisée, du temps de contact de ’immunsérum avec le produit et 
de la température 4 laquelle est maintenue la préparation. Aprés 
une heure de chauffage 4 56° en présence de salicylate a la concen- 
tration de 0,6 M et dialyse jusqu’a élimination du produit, le sérum 
de Japin anti-Eberth et le sérum de cheval tuberculeux ont totale- 
ment perdu leurs propriétés agglutinantes ou hémagglutinantes. 

L’action du salicylate est comparée a celle de quatre autres 
dénaturants des protéines. 
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PHASE LEVURE ET PHASE FILAMENTEUSE 
DE PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS ; 
ETUDE DES NOYAUX 


par E. DROUHET et R. C. ZAPATER (*) (*). 


(Institut Pasteur. 
Service de Mycologie et de Physiologie végétale.) 


L’étude des noyaux des champignons pathogtnes a Tite heu 
A peu de travaux jusqu’a présent [4, 2]. Mackinnon et coll. [8, 4] 
signalent des masses de chromatine mises en évidence par la 
coloration & Vhématoxyline ferrique dans les formes levures de 
Paracoccidioides brasiliensis. Aucune étude spéciale ne mentionne 
état des noyaux de P. brasiliensis, agent de la blastomycose sud- 
américaine. 

Dans sa phase parasitaire ce champignon se présente sous 
forme de levures a bourgeonnement multiple et dans sa phase 
saprophytique sous forme de filaments. I] nous a paru intéressant 
dentreprendre cette étude afin : 

1° D’observer les différences entre la phase levure et la phase 
mycélienne. Nickerson interpréte chez les champignons dimor- 
phiques la transformation de la phase levure en phase mycélienne 
« comme le résultat d'une inhibition sélective de la division cellu- 
laire, sans qu’il y ait inhibition de la croissance méme » [5]. 

2° De comparer P. brasiliensis & un autre champignon dimor- 
phique trés proche, Blastomyces dermatitidis, agent de la blasto- 
mycose nord-américaine. Les noyaux de ce dernier champignon 
ont fait Pobjet dune étude approfondie de DeLamater [2]. 


METHODES ET TECHNIQUES. 


Matériel. — Les souches étudiées so oP les suivantes : P. brasi- 
liensis n° 2822 1. O. C. et n° 2636 I. O. C. provenant de la collec- 
tion du Laboratoire de Mycologie du ae Aréa Leao de |’Institut 
Oswaldo Cruz [Rio-de-Janeiro] (1). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1 juillet 1954. 

(**) Adresse actuelle : Seccion Micologia del Centro de Alergia del 
Ejercito, Hospital Militar, Buenos-Aires, Argentina. 

(1) Nous adressons nos vifs remerciements & M. le D™ Aréa Leao, qui 
a bien youlu nous envoyer les souches. 
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Les noyaux ont été étudi¢s sur : a) les phases levure et filamen- 
teuse obtenues en culture ; b) les coupes de tissus de hamster 
infectés expérimentalement avec les souches indiquées. 

La phase levure est obtenue & 37° sur le milieu au sang de 
Campbell et sur la gélose glucosée de Sabouraud. Les levures 
sont mises en suspension dans le fixateur apres deux, trois, quatre 
et vingt jours d’incubation. 

La phase filamenteuse a partir d’un inoculum de levures ou 
de filaments est ob’'enue a 25° aprés une incubation de cing a 
vingt-cing jours sur le milieu liquide ou gélosé de Sabouraud, 
sur le milieu gélosé pomme de terre-carotte et sur un milieu 
svnthélique a base d’asparagine. 

Le mycéhum est détaché et ensuite mis dans le fixateur. Le 
procédé de culture sur membranes de cellophane stérilisées et 
déposées a Ja surface de la gélose a été également utilisé; la 
culture mycélienne développée sur la surface de la feuille de 
cellophane est détachée et transportée dans le fixateur. 

Les meilleurs résultals que nous ayons obtenus avec la phase 
filamenteuse l’ont été sur le milieu liquide de Sabouraud. 

Les coupes de tissus proviennent de hamsters inoculés par vole 
intrapéritonéale avec une suspension de levures de P. brasiliensis 
n° 2822 et n° 2636 I. O. C. Les hamsters, s’ils ne sont pas morts, 
sont sacrifiés un mois aprés inoculation. 

Fixration. — Pour les cultures, le fixateur employé est le méme 
que celui utilisé par DeLamater [1, 2}: le fixateur de Schaudinn 
2 parties de Cl,Hg saturé, 1 partie d’alcool absolu et 2 p. 100 
@acide acélique) chauffé a 60° au moment de l'emploi. 

Aprés deux ou trois heures de fixation a la température ordi- 
naire, Jes levures ou Je mycélium sont centrifugés, le liquide 
surnageant est décanté, et aprés deux lavages successifs 4 leau 
disillée on réalise l’hydrolyse. 

Les organes de hamsters infectés sont fixés dans le fixateur de 
Carnoy (acide acétique glacial 1 partie, alcool absolu 3 parties) 
ou dans le mélange formol-alcool-acide acétique avec des résultats 
comparables. 

Les opérations d’inclusion a la paraffine sont faites selon les 
techniques habituelles. 

Hydrolyse. — Pour met're en évidence les acides désoxyribonu- 
cléiques des cellules, nous avons utilisé d’une facon courante 
Vhydrolyse acide a l’acide chlorhydrique normal a 60°, au bain- 
marie. L’hydrolyse est arrétée aprés dix minutes, les levures sont 
centrifugées rapidement et lavées a l’eau distillée. Parallélement, 
mais dans un nombre restreint de cas, les cultures et les coupes 
histologiques ont été hydrolysées par la ribonucléase suivant la 
méthode de Brachet (coloration par le vert de méthyle-pyronine 
ou par le Giemsa) [5]. Les images les plus nettes et les plus 
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constantes ont été obtenues avec hydrolyse acide et a cause de 
cela nous l’avons retenue comme procédé de base pour cette 
étude. 

Coloration des noyaux. — Aprés avoir essayé la technique de 
Feulgen et celle de Robinow a base de Giemsa, nous sommes 
restés fidéles A la technique de DeLamater. Cette technique est 
basée sur la coloration a la fuchsine basique aprés mordangage 
préalable au formol ; elle permet d’obtenir des images plus claires 
et qu’il est plus aisé de photographier. 

Apres hydrolyse, les levures, le mycélium ou les coupes histo- 
logiques sont plaeés dans une solution a 1 p. 100 de formol 
pendant quatre minutes, lavés a l’eau distillée et colorés par une 
solution 4 0,25 ¢@ de fuchsine basique dans ClH N/25. Pour les 
levures, le temps de coloration est de huit minutes, pour la phase 
filamenteuse, plus difficilement colorable, il est de quinze a trente 
minutes suivant les préparations ; pour les coupes de tissu ce 
temps est porté a environ trois heures. 

Ensuite on déshydrate progressivement par l’alcool 4 10°, 20° 
et 30°, puis dans l’acétone ; aprés un bain de xylol on monte enfin 
dans le haume. Pour les filaments, le montage dans la glycérine, 
aprés Ja déshydratation dans l’alcool, nous a permis de mettre 
plus aisément en évidence la membrane cellulaire, mince, difficile 
a photographier. 

RESULTATS. 


Phase levure. — a) En culture. — La multiplication des levures 
se fait apres quarante-huit heures pour un bourgeonnement 
multiple. Dians toutes les cultures Agées de 2 4 20 jours on voit 
des levures 4 tous les stades, allant de la forme jeune entourée 
de petits bourgeons (aspect de « roue de timon ») jusqu’a la forme 
agée, grosse, sans bourgeons, plus ou moins vacuolisée. 

‘Les formes jeunes, avant la formation des bourgeons, présentent 
un nombre variable des noyaux intensément colorés par la fuchsine 
basique. Chez certaines levures, ces noyaux ont l’aspect de noyaux 
interphasiques (planche I: fig. 1, 2; fig. 1 A), mais chez beau- 
coup d’autres, surtout dans les premiers jours de la culture, de 
nombreux noyaux présentent des figures de division (planche I : 
fig. 3, 4, 5; fig. 1B, C, D). Les figures de division ont une 
grande analogie avec les figures classiques et comportent sans 
doute des chromosomes. 

Dans certaines de ces levures non encore bourgeonnées les 
noyaux sont disposés dune fagon quelconque dans le cytoplasme, 
dans d’autres ils sont disposés uniformément & la périphérie 
(planche I: fig. 1 & 5); leur nombre est variable. 

La formation des bourgeons, étudiée par ailleurs au micro- 
scope en contraste de phase sur des préparations fraiches, nous 
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Fic. 1. — Dessins faits & la chambre claire. Technique de DeLamater pour la 
coloration des noyaux. De A a 1; cellules observées dans les cultures sur le 
milieu au sang & 37°. A, levure & noyaux interphasiques; B, C et D: levures 
& noyaux en division; E et F : levures polybourgeonnées; les bourgeons 
présentent une seule image nucléaire; G : levure 4 bourgeons multiples avec 
plusieurs noyaux; I: formes intermédiaires entre les levures et les filaments; 
J, K et L : formes filamenteuses obtenues sur le milieu liquide glucosé de 
Sabouraud a 25°; N : formes levures observées dans les lésions des tissus de 
hamsters infectés. A l’intérieur des levures, on remarque !es vacuoles qui 
repoussent les noyaux, faiblement colorés, vers la périphérie; une seule 
cellule & deux bourgeons et une autre & un bourgeon. 
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parait se faire par évagination du cytoplasme interne qui donne 
naissance aux bourgeons. 

Au début de leur formation, les bourgeons ne contiennent qu'un 
seul noyau (planche I: fig. 6 et 7; fig. 1E et F). Ce noyau 
pourrait étre l’un des deux noyaux-fils d’une figure mitotique 
qui se situerait au niveau de lVévagination cytoplasmique, mais 
cette hypothése nous parait peu probable : nous avons observé 
que les figures mitotiques précédent le bourgeonnement, les 
noyaux se multipliant done avant toute extension cytoplasmiquce. 
Lorsque cette derniére se produit, un noyau du corps central 
semble migrer a travers le pont cytoplasmique pour participer 
i’ la formation du bourgeon. Quoique nous ne puissions, dés 
a présent, affirmer avec certitude qu’il y ait bien migration du 
noyau dans le bourgeon, nous envisageons ce fait comme trés 
vraisemblable. En effet le nombre de noyaux présents dans le 
corps central est beaucoup moins élevé aprés le bourgeonnement 
qu’avant (planche I : fig. 6, 7 et 8). Au début les bourgeons n’ont 
qu'un seul noyau. Au fur et & mesure quwils grossissent, leurs 
noyaux se divisent (planche I : fig. 8; fig. 1G). Ces bourgeons, 
encore atlachés a la cellule-mére, deviennent ainsi multinucléés. 
Des images de division des noyaux s’observent aussi dans ces 
bourgeons. Pendant ce temps la cellule-mére augmente de volume ; 
le nombre de ses noyaux diminue, ainsi que l’intensité de leur 
coloration (noyaux interphasiques). Les bourgeons, devenus grands 
et multinucléés, se détachent de la cellule-mére, qui, avec lage, 
présente un grand nombre de vacuoles entourées par des noyaux 
au repos. Tant que les bourgeons sont attachés a la cellule-mére, 
nous n’avons pas vu de bourgeonnement secondaire. 

b) Dans les tissus. — P. brasiliensis se présente dans les tissus 
sous forme de levures, 4 parois épaisses, a double contour 
(planche I: fig. 14, 15; fig. 1 N). Les dimensions des levures 
sont variables (en're 4 et 40 pw). Les levures sont multinucléées 
comme dans les cultures, mais l’intensité de coloration des noyaux 
est beaucoup plus réduite. Tres souvent on rencontre des levures 
optiquement vides & Vintérieur et cela surtout dans les lésions 
suppurées des testicules, du foie et de la rate. 

Phase filamenteuse. — Par rapport aux levures, le nombre de 
noyaux rencontré dans les filaments est considérablement réduit. 
Les noyaux des filaments, plus difficilement colorables que ceux des 
levures, sont disposés soit séparés Pun de lautre a intervalles plus 
ou moins réguliers, soit par paires largement espacées. Le septum 
des filaments est assez difficile & mettre en évidence ; un article 
mycélien parait contenir un ou deux noyaux. La paroi des filaments 
est trés fixe et on observe des anastomoses entre les filaments. 

Formes intermédiaires. — Partant d’un inoculum formé d'une 
suspension de levures, dans des cultures 4 37° aussi bien que dans 
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celles & 25°, on observe des formes de transition entre les levures 
et les filaments, formes intermédiaires constituées par des cellules 
allongées, & membrane a double contour (fig. 11; planche [: 
fig. 9) présentant des noyaux et des vacuoles. 


Discussion. 


Bien qu’elle n’ait pas la spécificité rigoureuse de la réaction de 
Feulgen, la technique décrite par DeLamater pour l'étude des 
noyaux des champignons nous a permis de mettre en évidence 
des images nucléaires comparables a celles observées avec les 
autres modes de coloration. Mackinnon et coll. [8, 4] ont signalé 
la présence de masses de chromatine dans les levures jeunes, 
bourgeonnantes in vivo et in vilro. Cetle constatation a été faite 
u Laide de la coloration a Vhématoxyline ferrique, mais cette 
derniére se préte assez mal a la coloration des noyaux des 
champignons. 

Redaelli et Ciferri [42] mentionnent a Vintérieur des cellules 
levuriformes de P. brasiliensis des spores internes (cryptospores), 
mais absence de membrane environnante nous parait s opposer 
a cette conception. 

Paracoccidioides brasiliensis dans les tissus et dans les cultures 
a 87° se présente sous forme de levures multinucléées. Il se rap- 
proche beaucoup sous cet aspect de Blastomyces dermatitidis, qui 
se présente sous forme multinucléée, mais il differe des autres 
champignons dimorphiques comme Candida albicans, Sporotri- 
chum schencki et Histoplasma capsulatum ; ces derniers présentent 
en effet un seul noyau dans leur forme levure. 

La présence de plusieurs noyaux dans les formes levures de 
Paracoccidioides brasiliensis et de Blastomyces dermatitidis est 
un trait commun 4 ces deux champignons. Ce caractére, en plus 
des autres, tendrait 4 inclure ces deux champignons dans le méme 
genre, qui pourrait étre soit Paracoccidioides selon les auteurs 
sud-américains [9], soit Blaslomyces [8], quoi quil semble que 
ce dernier terme soit un nomen nudum [9]. 

Le développement de la phase levure suit un cycle évolutif dont 
on a tenu compte dans la présentation des dessins de la figure 1. 

Le cycle nous parait é‘re le suivant : 

Des levures a plusieurs noyaux au repos uniformément distri- 
bués, on passe a des levures dont les noyaux se rangent a la 
périphérie et se divisent ; aprés ce stade on observe un bourgeon- 
nement multiple caractéristique. La formation des bourgeons peut 
se produire par lune des trois voies suivantes : 1° la membrane 
cellulosique se déforme, puis le cytoplasme s’introduit a V’inté- 
rieur ; 2° le cytoplasme déforme la membrane cellulosique <t 
lentraine avec lui; 3° le cytoplasme lyse localement la membrane 
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cellulosique, fait saillie, puis élabore une nouvelle membrane 
autour de la masse cytoplasmique. Les deux derniéres hypotheses 
nous paraissent les plus plausibles. Malfatti et Zapater [44] et 
Mackinnon et coll. [8, 4] penchent pour la deuxiéme hypothése. 

Des recherches ultérieures s’imposent pour élucider ce pro- 
bleme. 

Les bourgeons sont uninucléés au début ; ils se divisent au fur 
et & mesure que les cellules se développent et deviennent poly- 
nucléés. 

Le faible lien cellulosique reliant le bourgeon a la cellule-mére 
se rompt et, une fois libres, les cellules-filles bourgeonnent a leur 
tour. 


RESUME ET CONCLUSION. 


La cytologie nucléaire de Paracoccidioides brasiliensis sous sa 
forme Jevure et mycélienne est observée a l'aide de la technique 
de DeLamater, comparativement a d’autres colorations nucléaires. 
L’aspect de la phase levure est étudié a partir des cultures 
obtenues sur divers milieux A 37° et sur coupes de tissus de 
hamsters inoculés expérimentalement ; aspect de la phase mycé- 
lienne est étudié sur les divers milieux a 25°. 

Les formes levures sont multinucléées. La multiplication des 
levures parait suivre un cycle évolutif passant par divers stades. 
Des levures 4 plusieurs noyaux au repos, uniformément distribués, 
on passe a des levures dont les noyaux se rangent 4 la périphérie 
et se divisent; aprés ce stade on observe un bourgeonnement 
multiple. Les bourgeons n’ont qu’un seul noyau au début. Au fur 
et 4 mesure qu’ils grossissent, leurs noyaux se divisent. Au stade 
final les bourgeons se séparent et deviennent des cellules libres 
qui recommencent 4 bourgeonner. 

En contraste avec la phase levure caractérisée par une grande 
richesse de matériel nucléaire, la phase filamenteuse présente peu 
de noyaux, difficilement mis en évidence. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Coloration des noyaux d’aprés la technique de DeLamater (X 2 700). 

Fie. 4 & 8, formes levures obtenues sur le milieu au sang a 37°. 

Fre. 9 a 13, formes filamenteuses obtenues sur le milieu de Sabouraud. 

Fic. 44 et 15, formes levures observées dans les tissus. 

Fic. 1, 2, levures non bourgeonnantes 4 noyaux interphasiques. 

Fic. 3. 4 et 5, levures non bourgeonnantes & noyaux en division. 

Fic. 6, en bas, une levure & bourgeonnement multiple. On observe que le 
nombre de noyaux est plus petit que dans les levures précédentes et que les 
noyaux au repos sont rangés a la périphérie; les bourgeons ont une seule 
image nucléaire. 

Fic. 7, levure &@ bourgeonnement multiple. 

Fic. 8, levure & un stade plus avancé que les précédentes; on observe que les 
noyaux des bourgeons présentent des images de division. 

On observe également |l’augmentation de volume de la cellule mére. 

Fie. 9, forme intermédiaire entre la forme levure et la forme filamenteuse. 

On rermarque la membrane 4 double contour de cette forme en contraste avec 
la fine membrane des filaments de la figure 10. 

Fic. 10, 441 et 12, filaments 4 noyaux espacés. 

Fic. 13, filaments avec deux noyaux venant de se diviser. 

Fic. 44, formes levures & membrane épaisse dans les tissus. 

Fic, 15, & droite, on voit une levure dont le cytoplasme est rétracté et pré- 
sente des noyaux périphériques. Sur la membrane externe, on observe un 
bourgeon dont le noyau est intensément coloré. 


SUR L'INHIBITION DE LA CROISSANCE DE LA LEVURE 
PAR LE BENZIMIDAZOL : 
MECANISME DE LA REVERSION DE L’INHIBITION 


par Prorr P. SLONIMSKI (*) 
avec la collaboration technique de M's G. PERRODIN 


(Laboratoire de Génétique Physiologique du C.N.R.S. 
et Institut de Biologie Physico-chimique, Paris.) 


Woolley [47] a montré que la croissance de la levure peut étre 
totalement inhibée par le benzimidazol (BZI) et certains de ses 
dérivés. Le sulfate d’adénine ou le chlorhydrate de guanine 
empéchent compétitivement celte inhibition. Etant donnée la 
grande ressemblance structurale entre le BZI et les bases puri- 
ques, ces résultats ont conduit Woolley [47] a Phypothése selon 
laquelle le BZI agirait en tant qu’antimétabolite, en se substiiuant 
dans le métabolisme 4 ses analogues s‘ructuraux, ladénine ou fa 
euanine. Cette hypothése a été appuyée par les résultats de Klotz 
et Mellody [4] qui ont trouvé que Vacide nucléique empéche lac- 
tion inhibitrice du BZI sur la croissance d’Escherichia coli. Dans 
plusieurs autres cas, cependant, l’adénine et la guanine se sont 
révélées sans effet sur Vaction du BZI (p. ex. Woolley [47| : 
anesthésie du chien; Roblin et coll. [8], Klotz et Mellody [4] : 
inhibition de la croissance de E. coli; Brachet [4] : inhibition du 
développement de l’ceuf de grenouille ; Pollock [7] : inhibition de 
la biosynthése induite de la nitratase chez E. coli ; Thompson et 
coll. [45], Morgan [6] : inhibition de la multiplication des virus). 
Néanmoins, le point de vue de Woolley [47] a été généralement 
adopté, méme par les auteurs ayant obtenu des résultats négatils 
quant 4 la réversion par les purines, et la réversion par ladénine 
et la guanine constitue un exemple & la base méme du développe- 
ment de nos idées sur les antimétabolites (48, 49}. 

I] a été montré récemment [42] que la biosynthése induite des 
enzymes est inhibée chez la levure par des concentrations en 
BZI pratiquement identiques a celles qui arrétent leur croissance. 
Cependant, les purines sont sans action sur celte imbhibifion. 
Celle-ci se trouve, au contraire, antagonisée et réversee par les 


(*) Manuscrit recu le 8 juin 1954. 
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ions H+. Cet antagonisme est dai au fait que seule la molécule 
non ionisée du BZI (pK’,, = 5,3) est active, la paroi cellulaire 
n’étant pas perméable a la forme ionisée. Nos résullats concer- 
naient la biosynthése d’enzymes par des cellules de levures 
mises en suspension dans du tampon glucosé en absence de source 
d’azote et de facteurs de croissance. Ils sont en contradiction avec 
les conclusions de Woolley [47] fondées sur des expériences por- 
tant sur la croissance des levures. Ce désaccord peut étre expliqué 
a priort de trois manieéres : 

1° Le mécanisme d’inhibition par le BZI est essentiellement 
différent chez les levures en voie de croissance et chez les levures 
non proliférantes. 

2° Le mécanisme d’inhibition est essentiellement le méme dans 
les deux cas : le BZI agit en tant qu’antimétabolite des purines. 
La confirmation expérimentale de cette hypothése montrerait que 
la réversion par les purines ne peut se manifeste: qu’en présence 
de sources d’azote et de facteurs de croissance. Cette maniére de 
voir rendrait compte a la fois des réversions obtenues avec |’adé- 
nine et la guanine [47] et de l’absence de réversions obtenues avec 
les mémes corps [42]. 

3° Le mécanisme d’inhibition est essentiellement le méme dans 
les deux cas : l’aclion du BZI est antagonisée pur les ions H+ et 
non par les purines. La confirmation expérimentale de cette hypo- 
thése laisserait non résolus deux problémes qui en découlent. !1 
importerait d’exphquer comment les réversions ont pu étre oble- 
nues avec les purines [47]. D’autre part, le probleme du mode 
de l’action inhibitrice du B/ZI resterait entier, puisaue celui-ci 
nagirait pas en tant qu’antimétabolite des purines. 

Le but du présent travail (1) a été de choisir entre ces trois inter- 
prétations. Les expériences ont porté en premier lieu sur la rela- 
tion entre la charge de la molécule du BZI et son action inhibi- 
trice sur la croissance. Nous avons étudié ensuite l’action des 
bases puriques sur lVinhibition dans les conditions ot Vionisation 
de Vinhibiteur n’intervient pas. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Souches de levure. — Nous avons utilisé principalement la 
levure de boulangerie (Saccharomyces cerevisix) « Yeast Foam », 
utilisée dans les recherches précédentes [40, 12]. C’est une souche 
« grande », diploide, d’origine monocellulaire. Quelques expé- 
riences ont été effectuées avec la souche 1253/1, « grande », 
diploide, rouge, exigeant l’adénine pour proliférer. Son géno- 
type est aa, et elle dérive de la souche 276, br [44]. 


(1) Certains résultats ont été présentés dans une note prélimi- 


naire [44]. 
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Conditions de culture. — Le milieu synthétique de culture est 
celui de Woolley [47] : glucose, 20 g; Am,SO,, 3 g 3 KEEP O: 
2g; MgSO,.7H,0, 0,25 g; CaCl, anh., 0,19 g; ZnSO,, 1 mg; 
MnCl,, 1 mg ; FeCl,, 0,5 mg ; CuSO,.5H,O, 0,1 mg ; KI.0 lime 
l-asparagine, 0,1 g; inositol 5 mg; Ca panthotenate, 0,5 mg ; 
pyridoxine, 0,02 mg; biotine, 0,01 mg ; thiamine, 0,1 mg; eau 
distillée a 1 litre. 

Apres stérilisation par autoclavage de quinze minutes 4 120°, il 
est légérement jaune-paille, transparent et son pH est de 4,3. 
Dans certains cas, le pH du milieu est ajusté par addition de 
KOH. Le milieu est réparti a raison de 10 cm* dans des fioles 
d’Erlenmeyer de 100 cm’ de capacité. Les solutions de tampon, 
de Vinhibiteur et des purines sont autoclavées séparément. ‘Les 
ensemencements des cultures sont effectués a partir de précullu- 
res aérobies standard [42] ayant une densité optique connue et se 
trouvant en phase exponentielle de croissance dans un milieu 
glucosé a l’extrait de levure Difco. Les fioles de culture, bou- 
chées au coton, sont agitées a 25-26° par un agitateur réciproque 
(220 oscillations simples par minute, arc de 4 4 6 cm). La crois- 
sance des cultures est suivie par mesure de la densité optique a 
Vaide de l’électrophotométre de Meunier en lumiére jaune. Dans 
les conditions de nos expériences, une densité optique de 1 cor- 
respond a environ 0,5 wg de matiére séche par cm® [40, 43}. 

Les mesures du pH sont effectuées 4 Paide du pH métre Radio- 
meter (électrode de verre). 

Matériel chimique. — Les solutions de BZI (British Drug 
Houses), de sulfate d’adénine (Nutr. Bioch. C° et Schwartz) et de 
chlorhydrate de guanine (Roche et Schwartz) sont stérilisées par 
autoclavage de quinze minutes 4 120° et amenées 4 des pH voulus 
par électrotitration. L’activité de l’adénine a élé vérifiée en utili- 
sant la levure 125/1 qui ne peut proliférer qu’en présence d’adé- 
nine ou d’hypoxanthine {44}. Le spectre UV de la solution d’adé- 
nine était conforme aux données de Kalckar {8}. 


RELATION ENTRE LE pH pDU MILIEU ET L’INHIBITION PAR LE BZI. 


On voit dans le tableau I les résullats qu’on obtient en faisant 
varier le pil initial du milieu. La croissance finale des cultures 
(émoins, sans BZI, est sensiblement la méme quel que soit le pH 
au départ. La nature des différentes solutions tampon utilisées 
et leur pII n’influent done pas sur la croissance de la levure. 
Cependant, laction du BZI n’est manifeste que lorsque le pH 
au départ est de 6,3 a 6,4, c’est-a-dire lorsque Vinhibiteur est 
ionisé & 10 p. 100 seulement, elle est moyenne a pH 5,4 a 5,5 
(dissociation du BZI de 45 p- 100 environ) et trés faible a pH 4,3 
(dissociation du BZI de 90 p. 100). Il est a noter qu’a pH 6,3 on 
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retrouve pour la concentration en BZI qui produit une inhibition 
de 50 p. 100 la valeur de 2,5 x 10-°M, indiquée par Woolley [17}. 

La levure, au cours de la croissance aérobic, acidifie trés for- 
tement le milieu. Le tableau II montre qu’en plus du pH initial 
du milieu, son pouvoir tampon détermine le degré d’inhibition 


TasLeau 1. — Degré @inhibition par le BZI en fonction du pH initial 
du milieu de culture. 


Milieu tamponné | Benzimigazol pH _de la culture } Croissance finale | Inhibition de 


(x1 M) (d.o.) la croissance 
initial | final (~) 


Milieu glucosé a 2 p. 100, ayant pH 4,3; durée de croissance : vingt-et-une 
heures; ensemencement : d.o. = 11; solution-mére de BZI ayant pH 5,7. 


Tasteau Il. — Degré d@’inhibition par le BZI en fonction du pouvoir 
tampon du milieu de culture. 


Benzimigazol H e| Croissance finale | Inhibition de 
(x 107 M) (d.o.) la croissance 
) 


Milieu glucosé 4 2 p. 100, ayant pH 4,3; duree d+ croissance : vingt-et-une 
heures; ensemencement : d.o. = 14; solution-mére de BZ! ayant pH 5,7. 
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produit par le BZI. Pour des pH initiaux égaux, les inhibitions 
par le BZI sont beaucoup plus faibles dans le milieu non tam- 
ponné, acidifié du fait de Ja prolifération, que dans les milieux 
dont le pH demeure élevé grace a la présence du tampon citrate. 

Il est done clair que Vinhibition de la croissance de la levure 
est antagonisée par les ions H+. 

On pourrait objecter a cette conclusion le fait que les variations 
du pH au cours de la croissance ont été obtenues a l’aide de solu- 
tions tampons de nature difffférente. I] serait concevable a priori 
que les modifications du pouvoir inhibiteur du BZI ne soient 


Tasceau Ill. — Dayré d’iahibition par le BZI en fonction 
de la grandeur d ensemencement. 


Ensemencement Benzimidazol pH de la culture} Croissance finale jInhibition de 
(d.o.) (x 107% mM) (d.o.) Na croissance 


@) 


Milieu glucosé 4 2 p. 100 ameué a pH 6,4; durée de croissance : vingt-huit 
heures; soiution-mére de BZl ayant pH 5,7. 


pas dues aux variations du pH, mais a l’action du citrate, du 
succinate ou du maléate. Cette interprétation ne peut pas ¢étre 
retenue. En effet, Pinhibition peut étre réversée entiérement par 
im changement du pH de 6,2 a 4,1, changement obtenu par |’ addi- 
tion d’une quantité suffisante de HCl et intervenant plusieurs 
heures apres Paddition du BZI. 

L’antagonisme entre les ions H+ et le BZI permet d’expliquer 
aisément Jes résultats présentés dans le tableau HI qui, au pre- 
mier abord, peuvent paraitre assez étonnants. Dans un milieu a 
faible capacité tampon (p. ex. le milieu synthétique utilisé dans 
ee travail), le plf de la culture au cours du temps dépend de la 
quantilé de glucose dégradé, celui-ci étant la source des acides 
organigues formés par la levure. Cette quantité de glucose est, 
en premiére approximation, proportionnelle a la croissance. Il en 
résulte que, pour une méme durée de croissance, le degré daci- 
dification du milieu est fonction de la grandeur de Vensemence- 
ment ; inversement, pour le méme inoculum, il est fonction de la 
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durée de croissance. I] est évident que ces relations cessent d’étre 
valables aprés épuisement complet du glucose. On doit donc pou- 
voir faire varier le pH au cours de la croissance en faisant varier 
la grandeur d’ensemencement. Comme le BZI n’agit qu’a l'état 
non dissocié, le degré d’inhibition, mesuré aprés une durée de 
croissance donnée, doit étre d’autant plus grand que l’inoculum 
est plus petit. Le tableau III montre clairement qu’il en est ainsi : 
aprés vingt-huit heures, l’inhibition est pratiquement totale dans 
la culture 4 faible ensemencement, tandis que la culture inoculée 
fortement ne montre pas d’inhibition du tout. 

De méme, en suivant au cours du temps la croissance d’une 
culture dans le milieu non tamponné, on constate que l’inhibition 
qui est manifeste au début de la culture (le taux de croissance 
ne représentant qu’environ 5 p. 100 du taux de la culture témoin) 
diminue au fur et 4 mesure que la croissance progresse. 


ACTION DES PURINES SUR L’INHIBITION PAR LE BZI. 


Le tableau IV donne les résultats des expériences relatives au 
probléme de l’action des purines sur |’inhibition. Pour permettre 
une comparaison directe avec les expériences de Woolley {47] 
(dont les résultats sont cités dans la derniére partie du tableau), 
les concentrations en inhibiteur et en purines ont été les mémes 
que celles utilisées par cet auteur. On voit dans le tableau IV que 
quel que soit le milieu utilisé, le BZI produit une inhibition de 
98-99 p. 100, valeur pratiquement identique a celle obtenue par 
Woolley. Lorsqu’ on prend soin d’augmenter la capacité tampon 
du milieu ou lorsqu’on utilise les solutions d’ aminopurines neu- 
tralisées au préalable, Vaddition d’adénine ou de guanine ne 
change pas le pH initial du milieu et ne léve pas Uinhibition. 
Lorsque le milieu utilisé n’est pas tamponné et que les solu- 
tions des sels d’amino-purines sont acides, laddition de ces 
derniers provoque un abaissement du pH initial de la culture et, 
évidemment, réverse Tinhibilion. Il est A noter que l’on arrive 
dans ces conditions a reproduire l’essentiel des résultats de 
Woolley [47]. 

Il nous semble done permis de conclure que les purines n’ont 
pas d’action sur l’inhibition et que les résultats obtenus précé- 
demment ont été dus a un artefact. 


Discussion. 


Parmi les trois hypothéses envisagées dans l’introduction, c'est 
la derniére qui se trouve conforme aux résultats expérimentaux. 
Rien ne s’oppose a la conclusion que le BZI agit selon le méme 
mécanisme sur la multiplication cellulaire de la levure et sur la 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 87, n° 4, 1954. 29 


410 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TasLeau IV. — Action des aminopurines sur l’inhibition par le BZI. 


Milieu Additionné de 
(x 10-5 M) 


Tamponné au - 6,98 6,29 
Na maléate 


0,1M pH 6,8 |BZI 5,2 6,82 6,83 14 14 


"+ Adénine?? 
SO, 2,5 } 
ne wn 1,5 


6,89 6,821 21 20 


"4 " 0,7 


Non tamponné 


B2ZI 5,2 


” 4 Adénine@) 
30, 2,5 
n + n 1,5 


OST 


" + Guanine 
HCl 0,5 


ja Ian Ie 13 


dtaprés Weolley(17) tableaux I et III : 


Milieu glucosé & 1 p. 100 amené a pll 6,9; durée de croissance : trente heures; 
ensemencement : d.o. 1; solution-mére de BZl ayant pH 5,7; solution-mére 
d’adénine SO, ayant pH 6,8) ou pH 2,82); solution-mére de guanine HCl ayant 
pHers. 


3) Unités arbitraires différentes de celles utilisées dans le présent travail. 


biosynthése induite des enzymes en absence de multiplication. 
L’antagonisme entre les ions H+ et Vinhibiteur s’expliquerait, 
comme pour l’inhibition des cellules non proliférantes, par la 
perméabilité de la paroi cellulaire a la seule molécule non disso- 
ciée, et la réversion de inhibition s’expliquerait par l’expulsion 
du BZI intracellulaire provoquée par l’abaissement du pH extra- 
cellulaire {42}. 

‘La réversion de Vinhibition par les ions H + nous semble assez 
instructive d’un point de vue plus général. Envisageons |’évolu- 
lion, dans un milieu a faible capacité tampon, d’une culture de 


BENZIMIDAZOL ET CROISSANCE DE LA LEVURE AAA 


levure partiellement inhibée par le BZI. Chaque accroissement 
des cellules sera accompagné par une acidification du milieu, 
résultat du métabolisme cellulaire ; cette acidification entrainera 
la diminution de la concentration d’inhibiteur intracellulaire, ce 
qui 4 son tour augmentera la vitesse de croissance, donc l’acidifi- 
cation, et ainsi de suite. Autrement dit, non seulement |’ accroisse- 
ment de la population entiére suivra une loi exponentielle, mais 
le taua de croissance lui-méme augmentera jusqu’au moment ou 
tout l’inhibiteur sera ionisé et deviendra inactif. Il est connu que 
la phase @accélération qui suit la phase de latence des cultures 
microbiennes est caractérisée justement par Vaugmentation gra- 
duelle du taux de croissance (cf. {5}). Il nous semble concevable 
que des mécanismes semblables a celui que l’on vient de décrire 
puissent en étre responsables. D’autre part, ce mécanisme, dont 
Veffet amplificateur est évident, explique facilement comment des 
résultats diamétralement opposés peuvent étre obtenus en chan- 
geant légérement les conditions expérimentales (cf. p. ex. dans — 
le tableau III les résultats obtenus avec l’inoculum 11 et 113, et 
dans le tableau IV avec la guanine a pH initial de 6,6 et 
de 5,8). 

I] serait intéressant de voir si les différences entre les pouvoirs 
inhibiteurs des dérivés du BZI, dont six ont été étudiés par 
Wooley [47], ne sont pas dues a leur pénétration plus ou moins 
bonne dans la cellule de levure. Notons que Horsefall [2] a com- 
paré récemment, au point de vue de l’action inhibitrice de la mul- 
tiplication du virus B de la grippe, une série de BZI substitués. 
Il est probable que dans ce systéme le facteur perméabilité ne 
doit pas jouer de réle aussi important que chez la levure. 


L’analyse des données de la littérature montre que, bien que 
Vinhibition par le BZI ait été observée 4 plusieurs reprises et sur 
des organismes trés divers [41, 2, 4, 6 a 9, 12, 15 a 417), l’action 
antagoniste des aminopurines n’a été constatée que dans peu de 
cas [9, 16, 17}. Parmi ces résultats positifs deux, les plus clas- 
siques {47, 4], ne résistent pas a la critique. Ils sont, en effet, 
explicables par l’action non spécifique d’un abaissement du pH 
da a lemploi des chlorhydrates ou sulfates d’aminopurines [17], ou 
d’acide nucléique [4] dans des milieux a faible capacité tampon. 
Les deux autres résultats positifs [9, 16] ont été observés sur des 
microorganismes ayant des exigences nutritives fort complexes, 
comme Leunconostoc citrovorum 8081 et Lactobacillus leich- 
mannii 313 qui ont besoin, en particulier, de la vitamine B,,. U 
nous semble done permis de conclure que Vhypothése selon 
laquelle le BZI agit principalement en tant qu’antimétabolite des 
purines, pour attrayante qu’elle soit, n’est pas a retenir, faute de 
preuves expérimentales, et que le mode d’action du BZI n’est 
pas élucidé. 


4A2 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 
RESUME. 


1° L’inhibition de la croissance de la levure par le benzimida- 
zol est empéchée et réversée par les ions H+. Seule la molécule 
non dissociée est biologiquement active. 

2° Les aminopurines sont sans action sur |’inhibition. 

3° Les fails présentés ne fournissent aucun appui a l’hypothése 
selon laquelle le benzimidazol agit en tant qu’antimeétabolite des 
purines. 
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ISOLEMENT D'UN CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM 
A PARTIR DE LESIONS HEPATIQUES 
OBSERVEES CHEZ UN SINGE CERCOPITHECUS CEPHUS 
ETUDE ET POUVOIR PATHOGENE 


par G. AUDEBAUD, M. GANZIN, J. CECCALDI et P. MERVEILLE (°). 


(Institut Pasteur de Brazzaville, Afrique Equatoriale Francaise.) 


Nous avons isolé un « bacille violet » chez un singe Cercopi- 
ihecus cephus ‘malade depuis quelques jours et trouvé mort le 
16 juin 1933. 

Cet animal était porteur de plaies superficielles datant de sa 
capture intervenue quinze jours auparavant dans la région de 
Sibiti, Son autopsie montra au niveau du foie de nombreux 
éléments granuleux jaunatres, ressemblant assez a des granula- 
tions tuberculeuses, dont le contenu fut ensemencé et permit l’iso- 
lement du germe a pigment violet. 


ETuDE BACTERIOLOGIQUE DU GERME. — II] s’agit d’un bacille court, 
souvent groupé en diplobacilles, Gram négatif, trés mobile, se 
développant facilement dans les milieux usuels, en aérobiose 
stricte, a la température de 37°, et plus lentement a la tempéra- 
ture ordinaire de l’ordre de 25°/28°. La meilleure croissance est 
obtenue pour un pH situé entre 7 et 8, les pH extrémes variant 
entre 5 et 10. Dans les milieux liquides (bouillon ordinaire, eau 
peptonée) la culture se traduit d’abord par un trouble uniforme, 
un anneau violet apparaissant en quelques jours a la surface. 

Sur les milieux solides (gélose ordinaire, sérum coagulé) les 
colonies sont violettes, iarrondies, bombées, humides, a bords 


nets. 


CARACTERES BIoCHIMIOUES. — Ce germe fait fermenter le glu- 
cose, le saccharose, le lévulose et le tréhalose (ces deux derniers 


avec production de gaz). 
Pas de fermentation du maltose, galactose, lactose, raffinose, 
xylose, arabinose, rhamnose, inuline, mannile, dulcite, sorbitol, 


salicine, inosite, glycérine, amidon. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 
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Pas de noircissement de la gélose a ]’esculine. 

Réaction de Voges-Proskauer négalive. 

Réduction du rouge de méthyle et du bleu de méthylene. 

Liquéfaction de la gélatine, du sérum coagulé, Attaque lente 
du blane d’ceuf coagulé. : 

Coagulation lente du lait (huit jours 4 25°-28°) avec peptonisa- 
tion secondaire du caillot en quinze a vingt jours. 

Action hémolytique légére sur les milieux au sang. 

Pas d’uréolyse. 

Ne donne ni indol ni hydrogéne sulfuré. 

Utilise le citrate de soude. 

Réduit les nitrates en nitrites. 

Catalase +. 

N’hydrolyse pas l’amidon. 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. — Etude qualitative in vitro 
par la méthode des disques : l’auréomycine et la terramycine 
donnent la plus grande zone d’inhibition, puis en suivant, la 
chloroinycétine et la streptomycine. Le germe est résistant a 
Vaction de la pénicilline. 


EXTRACTION ET ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE DU PIGMENT. — Le 
pigment a été extrait par filtration sur Seitz d’une culture sur 
gélose émulsionnée dans l’acétone. 

Il est soluble dans l’alcool et l’acétone, peu soluble dans 1’éther, 
insoluble dans l’eau, le chloroforme, le toluéne et le benzéne. Il 
ne diffuse pas en milieu liquide. 

En solution acétonique il est réduit en un leucodérivé de teinte 
jaune pale par des réducteurs tels que le thiosulfate de sodium et 
reprend sa teinte violette par oxydation par le bichromate de 
potassium. 

Il est également réduit par les bases fortes, mais reprend sa 
forme colorée en présence des acides forts ou du perhydrol a 
30 volumes. 

Il donne une belle coloration verte avec la phénolphtaléine et 
une coloration pourpre avec le réactif de Tanret. 

En solution acétonique ce pigment donne un spectre a deux 
bandes d’absorption dont le maximum est situé a 445 millimicrons 
et le minimum a 570 mu. 

Par chromatographie sur papier, avec phénol-ammoniaque 
comme solvant ce pigment donne une tache violette de Rf = 1,6, 
surmontée d’une coiffe jaune qui correspond 4 du pigment réduit. 
Fn effet, aprés purification selon la technique de F. M. 
Strong [4], le corps est homogéne et deux chromatogrammes effec- 
tués, Pun 4 Pobscurité, l’autre a la lumiére douce, montrent que 
cette tache jaune était bien du pigment réduit car, le chromato- 
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gramme fait dans l’obscurité donne une tache unique et homo- 
géne. 

Son apparition est favorisée par la lumiére, la présence d’oxy- 
géne, la température de 26-28° C. 


PouvorR PATHOGENE EXPERIMENTAL. — Une culture de vingt- 
quatre heures sur gélose inclinée émulsionnée dans 10 cm® d’eau 


physiologique et injectée a différents animaux de _ laboratoire 
reproduit dans la plupart des cas la maladie du singe d’origine. 


199 


445 
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So 
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Fic. 4. — Courbe spectrophotométrique. Sol. acétonique. 


C’est ainsi qu’un C. cephus inoculé par voie sous-cutanée avec 
0,5 cm’ de cette émulsion mourut au cinquiéme jour. Son autopsie 
montra au niveau du foie des lésions identiques 4 celles observées 
chez le premier animal, mais on nota également des granulations 
moins nombreuses, au niveau de la rate et des poumons ainsi 
qu’une volumineuse adénopathie axillaire. Les ensemencements faits 
a partir de ces organes permirent de retrouver le germe inoculé. 

Un cobaye fut inoculé par la méme voie avec 0,25 cm* d’émul- 
sion : il présenta pendant une semaine environ de la température 
& 40° et 40°5, un abcées évoluant au point d’inoculation et une 
escarre de la région fessiére. Cet animal fut sacrifié mourant au 
onziéme jour et l’on observa 4 l’autopsie : abcés nécrotique infil- 
trant les muscles au voisinage du point d’inoculation, nombreuses 
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granulations jaunatres au niveau du foie dont Ja face supérieure 
adhére fortement au diaphragme. L’examen anatomo-patholo- 
gique de cet organe (D* Pellissier) montra qu il s’agissait d’abceés 
hématogénes a centre nécrotique, analogues a ceux rencontrés 
chez le singe d’origine. 

L’ensemencement du pus de ces éléments nécrotiques et de ceux 
observés au niveau de la zone d’inoculation permit de retrouver 
le germe en cause ; ’hémoculture du sang du cceur fut négative. 


PLACE DE CE GERME DANS LA NOSOLOGIE. — Ses caractéres mor- 
phologiques, culturaux et biochimiques permettent de l’assimiler 
a Chromobacterium violaceum (Schroeter), Bergonzini 1881 [2] 
et de le ranger dans le premier lot des trois groupes de germes 
chromogénes de la classification de Tobie [8] dont Gilman a fait 
une étude récente [4]. 

La courbe spectrophotométrique de son pigment a permis de 
retrouver en effet des caractéristiques sensiblement analogues 3 
celles données par Gilman [4]. 


GILMAN NOTRE PIGMENT 
WEN ats een wee, asec So pmo omar ofan 445 mu 
Minimise nome me oo on OO URIDLE 570 my 


Chiffres assez différents de ceux de Sartory et coll. [5]. 

Le pouvoir pathogéne de certaines souches de ce germe a déja 
été signalé chez l’animal [6, 7]. Chez l’homme des infections 
graves, parfois mortelles ont été décrites [8, 9, 10, 44] et on a 
pu reproduire expérimentalement l’affection mortelle chez l’ani- 
mal [42, 13] en infectant des blessures 4 l'aide de cultures de 
Chr. violaceum. 

L’intérét épidémiologique de ces germes réside dans le fait qu’ils 
se rencontrent assez fréquemment dans les eaux, souvent associés 
ou colibacille [2, 44, 45] ; ils traduiraient pour certains, a eux seuls, 
une souillure fécale, opinion réfutée par d’autres auteurs [46]. 

Nous rencontrons fréquemment de ces « bacilles violets » dans 
des analyses d’eau pratiquées a l’Institut Pasteur de Brazzaville 
pour les services publics ou les entreprises privées du Moyen- 
Congo (Brazzaville, Pointe-Noire). 

Nous avons recherché chez le cobaye la virulence dun de ces 
bacilles isolé de Peau d’une piscine, mais nous n’avons pu repro- 
duire les Iésions hématogénes quasi-constantes que nous avions 
obtenues avec le germe isolé chez le singe. 

Sans doute ces germes, saprophytes habituels des eaux et du 
sol, peuvent-ils acquérir dans des conditions favorables une 
grande virulence. De ce point de vue le groupe des bacilles violets 
ne semble pas uniforme [7, 47]. 
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Signalons enfin que le pigment extrait de ces germes, la viola- 
céine, posséde un pouvoir antibiotique marqué [48, 49]. 


Résumé. — Nous avons isolé de lésions observées au niveau du 
foie d’un singe Cercopithecus cephus porteur de nombreuses 
plaies superficielles des téguments et dont la mort survint aprés 
quelques jours de maladie, un bacille violet. 

De par ses caractéres morphologiques culturaux et biochimiques 
et compte tenu de la courbe spectrophotométrique donnée par 
le pigment sécrété, ce germe appartient au premier des trois 
groupes de bactéries chromogénes de la classification de Tobie 
et sidentifie & Chromobacterium violaceum. 

Nous avons établi son pouvoir pathogéne expérimental chez le 
singe C. cephus, le cobaye et la souris blanche et le tenons de ce 
fait comme la cause déterminante de la mort du singe a partir 
duque] il a été isolé. 

L’action pathogéne de certaines souches de Chromobacterium 
violaceum se vérifie ainsi une fois de plus et il nous a paru inté- 
ressant de le signaler. 
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ETUDE DE LA RESISTANCE DES SALMONELLA 
A LA CHLOROMYCETINE 


par P. DU PASQUIER (°*). 


(Laboratoire de contréle de la Caisse régionale 
de Sécurité Sociale de Bordeauz.) 


Une certaine confusion régne encore en ce qui concerne I’iaction 
de la chloromycétine sur les entérobactéries, et en particulier sur 
les salmonelles. I] est classique d’admettre que ces derniéres sont 
sensibles a l’antibiotique dans l’immense majorité des cas, aussi 
bien in vitro que dans lorganisme. Quelques auteurs, Anglo- 
Saxons et Italiens pour la plupart, avaient néanmoins rencontré 
des souches résistantes. 

Au cours d’une étude systématique de la bactériologie des selles 
de malades traités par la chloromycétine, nous etimes la surprise 
de constater dans un grand nombre de cas l’apparition de souches 
résistantes. La disparition des souches sensibles joue certes un 
role dans l’augmentation apparente de la choromycétino-résis- 
tance. Mais, dans nos études sur les selles des typhiques [4, 2, 3}, 
nous disposions de critéres sirs pour l’identification des germes. 
Dans 34 p. 100 des cas, les souches de Salmonella typhi isolées 
en cours de traitement étaient plus résistantes que les souches 
initiales. Nous etmes également l’occasion de rencontrer des 
rechutes résistantes aprés traitement. 

Notre but dans ce travail est simplement de relater une expé- 
rimentation longtemps poursuivie in vitro, qui se proposait la 
création et l’étude aussi compléte que possible de souches de 
salmonelles résistantes a la chloromycétine. Nous envisagerons 
successivement : 

L’obtention de souches résistantes ; 

Leurs caractéres biochimiques ; 

Leurs caractéres morphologiques ; 

Leurs caractéres antigéniques ; 

‘La réversibilité de ces caractéres. 


I. — La cREATION DE SOUCHES RESISTANTES A LA CHLOROMYCETINE. 
Deux méthodes s’offrent au bactériologiste pour l’obtention et 
la mesure de la résistance d’une bactérie & un antibiotique : soit 


(*) Manuscrit regu le 10 mai 1954. 
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la méthode des dilutions progressives dans un milieu liquide ; 

soit la diffusion de l’antibiotique a la surface ou au sein d’un 
milieu solide. Nous avons utilisé la premiére de ces techniques. 
Le milieu de base est constitué par du bouillon de viande ordi- 
naire que l’on répartit dans des tubes a hémolyse, et dans lequel 
on ajoute des doses décroissantes de chloromycétine ; toutes les 
gammes de concentrations sont facilement réalisables avec un 
minimum de manipulations. 

L’inoculum est constitué par 1/20 de centimétre cube d’une 
dilution au 1/200 de la culture de vingt-quatre heures du germe 
& étudier. Cet inoculum représente environ 150 000 germes. Nous 
verrons plus loin les raisons qui nous l’ont fait adopter. 

‘La lecture se fait 4 l’oeil nu aprés vingt-quatre heures d’étuve 
4 87°. Cette premiére mesure donne le taux de la résistance de 
base de la souche aprés son isolement. Pour obtenir une résistance 
progressivement croissante, il suffit de répéter ]’opération un 
certain nombre de fois, en repiquant chaque fois le germe qui 
a poussé dans la plus haute concentration possible de chloro- 
mycétine. Nous avons fait selon les cas 10 ou 12 passages 
successifs. 

TABLEAU I, 
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Souches 
testées 


S. typhi 
327 
328 
329 
338 
319 
321 
322 
334 
337 


Coproculture Souches 
en cours de 
de traitement Laboratoire 


Résistance 

de base 57,5 37,5] 4,7 12,4 [4,7 1254] 4.71457 [4.7 1457] 4,7] 4,7] 2,4] 4,7 1,2] 4,7] 4,7 
(gamma/cm3) 

Nombre de 12 12 10 
passages 


Résistance = 
acquise 375 | 550 }450 19 | 75 |162 |37,5] 75 | 400]1000} 19} 750} 125 |37,5| 75) 2@q 162 | 150) 275 


(gamma/cm3) 


Conditions 


é ti 
d*isolement Benoa nae 


avant traitement 


Coproculture 
avant traitement 


Nous avons étudié de cette maniére 25 souches d’entérobac- 
téries. Dans 3 cas nous avons été obligé d’interrompre l’expé- 
rience par suite de souillure des cultures (staphylocoque et 
Pseudomonas aeruginosa). Dans les 22 autres cas nous avons vu 
croitre la résistance des souches initiales avec rapidité et facilité. 
Le tableau I donne nos résultats d’ensemble. 


Discussion. 


Parmi les auteurs qui s’attachérent A ce probléme, un certain 
nombre n’obtint jamais de résistances croissantes. C’est le cas, 
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en particulier, pour Levaditi [4]. Mac Lean [5], par contre, vit 
passer la résistance de quelques entérobactéries a des chiffres trés 
élevés : 

Salm. typhi: de 10 a 250 y/em’. 

Aerobacter : de 5 a 50 y/cm’. 

Esch. coli: de 10 a 500 y/cm’. 

Proteus: de 500 a 4 000 y/cm’. 

Mead, Harris et Cline [6] rendent résistante apres 10 passages 
une souche de Klebsiella pneumonize. Gook et Finland [7] ont 
méme rencontré une Klebsiella pneumonie  chloromycétino- 
dépendante. Cavalli et Maccaro [8] font passer la résistance d'un 
Escherichia coli de 7,5 y/em? 4 1 280 y/em’. Pansy et coll. [9], 
Kaipainen [40] arrivent a des résultats analogues. 

En Italie, les chercheurs ont surtout étudié des souches de 
Salmonella typhi. Musotto, Romano, Cefalu [44, 42] rendent une 
de ces souches résistante & 620 y/cm* de chloromycétine. Pour 
Andreoni et Ricci [43], une souche passe en 13 passages de 5 y 
a 300 y/em*. Burgio, Rosano et Purrazzella [44, 45, 16] font une 
étude systématique de 8 souches de Salmonella typhi et obtiennent 
les résultats suivants : 

Résistance de base : de 2,8 a 4,2 y/cm*. 

Résistance aprés passages : de 120 a 500 y/cm‘. 

Tous ces auteurs ont utilisé la méthode des dilutions et nos 
résultats sont tout a fait comparables. Mais la méthode des dilu- 
tions offre un gros inconvénient: elle permet seulement la 
mesure de la résistance d’une population microbienne et non des 
individus. Ces faits ont une importance certaine pour l'étude du 
mécanisme des phénoménes. Carcassi et Argiolas [47] ont mis au 
point une intéressante méthode de cultures unicellulaires : le 
germe est ensemencé sur une gélose a la chloromycétine ; les 
colonies qui ont réussi a croitre sont tesiées en milieu liquide 
avec précision, puis repiquées sur une gélose contenant de plus 
grandes quantités de chloromycétine et ainsi de suite. 

Cette méthode précise leur a permis de rendre résistantes deux 
souches d’Esch. coli et de Salmonella typhi qui passérent respec- 
livement de 6 4 150 y/cm® et de 5 a 250 y/cm® aprés 20 passages. 

La valeur de Vinoculum dans la mesure de la sensibilité des 
bactéries ne doit pas étre choisie au hasard. Nous avons vérifié 
en effet [8} que le chiffre de la sensibilité passe du simple au 
double pour une dilution de 1 x 10~® (soit 6 000 germes environ), 
pour rester remarquablement fixe jusqu’é 60000 000 de germes. 
Martin, Chabbert et Sureau (48, 19] restent fidéles & des inoculums 
faibles, de Pordre de 5 000 germes. : 

Les auteurs anglo-saxons utilisent des inoculums résolument 
forts (800 000 a 3 000 000 de germes). Nous avons choisi la valeur 
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intermédiaire de 150 000 germes, qui nous a donné des résultats 
constants. 

Sur une souche de Salmonella typhi, nous avons fait des expé- 
riences comparatives pour un inoculum faible (30 000 germes) et 
un inoculum fort (3 000000 de germes). Dans le premier cas. 
la résistance passa de 2,3 y/cm’, dans le second de 4,7, a 187 y/cm*. 
Mais i] faut remarquer que la chloromycétine est avant tout un 
antibiotique bactériostatique. En effet, méme dans de fortes 
concentrations de chloromycétine, quelques germes sont capables 
de vivre sinon de se développer, et leur résistance est a peu pres 
la méme quel que soit l’inoculum utilisé. 

D’autre part, nous admettons, comme la plupart des auteurs 
actuels, la théorie de la sélection par l’antibiotique de mutants 
résistants. Il est bien évident que plus l’inoculum est important, 
plus grandes sont les chances d’apparition de ces mutants résis- 
tants. 


IJ. — CaractbiRES DES SOUCHES RENDUES RESISTANTES 
A LA CHLOROMYCETINE. 


A. CARACTERES BIOCHIMIOQUES ET CULTURAUX. — Ils ont été 
étudiés sur milieux S.S. et de Wilson et Blair, puis sur milieu 
de Fergusson au tryptophane, de Hajna et Kliger et de Titzler 
et Sandholzer. 

Aucun caractére biochimique important ne distingue les 
souches sensibles des souches résistantes. Carcassi et Argiolas [17| 
avaient noté un important retard de la fermentation de la mannite 
en gélose semi-fluide, dQ sans doute a la lenteur de la diffusion 
du germe autour du clou d’ensemencement. 


B. Mosirité. — Elle a été étudiée d’une part en gélose semi- 
fluide et d’autre part au microscope a contraste de phase. Les 
souches résistantes sont toutes devenues presque immobiles, 
diffusant lentement dans la gélose. Au microscope nous avons 
observé : 

Des germes totalement immobiles, en majorite. 

Des germes animés de lents mouvements. | 

De rares germes ayant conservé une mobilité apparemment 
normale. 

C. MorpnoLocie Et stRUCTURE. — Les colorations habituelles 
donnent peu de renseignement sur la structure intime des bac- 
téries. Nous l’avons étudiée par l’intermédiaire de l’examen en 
contraste de phase, de la coloration de Robinow et par la colo- 
ration des flagelles. 

Pour Vexamen en contraste de phase, nous avons utilisé le 
dispositif Wild, avec un objectif de x 80 et un binoculaire x 10 
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ou x 20. On se heurte a quelques difficultés dues a la mobilité 
des germes et a la faible intensité de l’éclairement qui rendent 
presque impossible la prise d’instantanés. ; 

La coloration des nucléoprotéines offre un immense intérét 
pour l’étude cytologique des bactéries. Nous avons utilisé la 
méthode de Robinow, telle qu’elle a été décrite par Tulasne {20}. 

Enfin les flagelles ont été colorés par la méthode de Leifson [24]. 

L’examen en contraste de phase et les colorations dites 
« nucléaires » permettent des observations trés semblables : les 
parties qui paraissent « pleines » en contraste de phase sont éga- 


Fic. 4. — Souche sensible (coutraste de phase). 


lement celles qui prennent le colorant aprés hydrolyse chlor- 
hydrique par la méthode de Robinow. 

Les souches sensibles se présentent toutes sous forme de 
germes en navettes moins allongées contenant des condensations 
colorables 4 chaque extrémité (fig. 1). 

Par contre, les souches rendues résistantes offrent un grand 
polymorphisme. On rencontre en effet des formes filamenteuses, 
extrémement longues, couvrant plusieurs champs au fort gros- 
sissement. Les unes sont de structure homogéne et dense, les 
autres présentent des condensations au sein d’un protoplasma 
optiquement vide. Il existe également des formes géantes, a proto- 
plasma vacuolaire, des formes en massue, des formes en voie 
de lyse. Ce qui frappe, c’est le grand polymorphisme de ces 
germes résistants et leur structure hétérogéne (fig. 2). 

Nous avons vérifié que ces caractéres n’étaient pas dus seu- 
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lement aux subcultures répétées. En effet, des témoins, restés 
sensibles, avaient l’aspect de souches fraichement isolées. 
La coloration des flagelles nous a permis de constater que les 


Fic. 2. — Souche résistante (contraste de phase). 


Fie. 3. — Souche sensible (coloration de Leifson). 


cultures de souches résistantes ne présentaient que 25 p. 100 
de formes ciliées, alors que les cultures témoins présentaient 
78 p. 100 de formes ciliées (résultats moyens calculés sur 
30 champs). La figure 3 représente une souche sensible. 
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D. Caractkres ANTIGENIQUES. — Ils ont été-analysés au moyen 
des sérums saturés de l'Institut Pasteur et des Standard Labo- 
ratories d’Oxford. 

Tous les germes que nous avons étudiés sous cet angle posseé- 
daient au départ une formule antigénique complete. Une fois seu- 
lement au cours de nos expériences nous avons noté la mutation 
d’une forme S$ en forme R. Mais toutes les souches rendues résis- 
tantes présentent des modifications de la formule ‘antigénique. 
Nous avons déja étudié [22] ces modifications qui portent essen- 
tiellement sur l’antigéne protéinique et flagellaire « H ». Son taux 
diminue progressivement au fur et aA mesure que la résistance 
augmente. Pour trois de nos souches (822, 327, 337), le germe 
en fin d’expérience ne présentait plus aucune agglutination en 
présence de sérum saturé anti-H (tableau II). 


TaBLEAv ll. 

——, ce “€ a : “Résistance a 
3 yaaa * acquise aprés ° % 
eoneh a oe a Formule antigénique * 10 passages ‘ Formule antigénique ° 
gReee P . i initiale * avec chloro=* aprés résistance z 

sen gamna/cm3 : : mycétine ? 

y E > en gamma/cm3 : 
3322. Selles : 4,7 : H 1/500 : © 1/2000 vi 1/250 ° 19 *H:00 1/2000 : vi 1/500: 
3327 eee a : H 1/500 : 0 1/2000 ivi 1/1000 ? 31,5 *H:0!0 1/2000 : vi1/500: 


1337. Selles 2 4,7 : H 1/500 | 0 1/2000 :vi 1/1000 ? 75 2H:030 1/ 750 ? Vi 1/500: 


[ee ee ee a a ee ee 


ll existe d’ailleurs des modifications des autres antigénes. 
L’ageglutinabilité « Vi » tend le plus souvent & augmenter, l’anti- 
géne « O » subit des variations en plus ou en moins. 

Peu d’auteurs se sont attachés jusqu’a présent a ces variations 
de la formule antigénique. Burgio et Rosano [45] ont noté une 
diminution de Vagglutinabilité « H » et « O » et une augmenta- 
tion du taux de Vantigéne « Vi ». Andreoni et Ricci [43], 
Corda {23] sur la souche H 901, n’ont pas noté de modifications 
antigéniques. Voureka {24] avait remarqué la forte diminution 
des caractéres d’agglulination d’un Esch. coli rendu résistant. 


III. — Riversisinirrk DES RESISTANCES ACQUISES « IN VITRO ». 


Alors que la plupart des résistances acquises vis-a-vis de la 
pénicilline sont stables, la chloromycétino-résistance est un phé- 
noméne essentiellement réversible. Toutes les méthodes de vieil- 
Deesmert. repiquages répétés, séjours prolongés en glaciére ou 

1 étuve finissent par ramener une souche rendue résistante au 
voisinage de sa sensibilité initiale. 

I] ae noter qu’au cours de ce « retour a la normale », tous 
les caractéres étudiés plus haut tendent également a la normali- 
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sation. 'L’antigéne « H » réapparait le premier, puis la mobilité ; 
les formes géantes et filamenteuses deviennent moins nombreusces, 
puis disparaissent. 


CONCLUSION ET RESUME. 


La création de chloromycétino-résistance in vitro est relative- 
ment facile par la méthode des dilutions. Cette résistance 
s'accompagne d’importantes modifications morphologiques et 
antigéniques. Tous ces phénoménes sont réversibles par sub- 
cultures prolongées en milieu sans antibiotique. Il est encore 
difficile de se prononcer sur la signification de ces faits. La 
théorie de la « mutation-sélection » semble pourtant y trouver 
une confirmation. Mais l’on ne pourra prendre de position défi- 
nitive que lorsque le mécanisme intime de l’action de la chloro- 
mycétine sera mieux élucidé. 
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On trouvera une bibliographie plus compléte dans la Thése de 
du Pasquier. 


LA PRODUCTION D’ALCOOL ET LE RENDEMENT 
DE CROISSANCE DE LA LEVURE DE BOULANGERIE 
CULTIVEE EN AEROBIOSE 


par Maurice LEMOIGNE, Jean-Paut AUBERT et M!* Jacquetins MILLET (*). 


[Institut Pasteur, Service des Fermentations (**).] 


Dans ce travail nous n’étudions pas dans son ensemble le pro- 
bléme connu sous le nom d’ « Effet Pasteur ». L’un de nous en 
a fait ’historique [4]. Nous recherchons simplement si l’oxygéne, 
nécessaire au développement intense de la levure, est suffisant 
pour inhiber la fermentation alcoolique du glucose par cet 
organisme en voile de prolifération. 

Ce probléme a été abordé par de nombreux auteurs, soit avec 
des levures en développement, soit avec des levures non proli- 
férantes, soit, enfin, par des extraits de levures. Nous citerons 
seulement un exemple parmi les travaux de chaque groupe. 

Avec les levures proliférantes, Pasteur constate qu’en absence 
d’air, on obtient peu de levure (0,57 g de levure séche pour 
100 g de sucre disparu), mais que l’on observe une accumulation 
d’alcool. Au contraire, au contact de |’air, le rendement en levure 
augmente (25 p. 100 du sucre disparu) et l’alcool ne s’accumule 
pas [2]. 

On a schématisé ces résultats en disant que l’oxygéne arréte 
la fermentation alcoolique. 

Beaucoup d’objections ont été faites a cette conception. Nous 
ne citerons que Buchner et Rapp [8] qui concluent que, dans les 
conditions ot ils ont opéré, « le manque d’oxygéne n’est nulle- 
ment la condition décisive pour l’apparition du pouvoir ferment ». 

Mais l’on peut objecter que ces résultats sont dus a une 
aénation insuffisante. 

Parmi les travaux faits avec des levures non proliférantes, nous 
citerons seulement ceux de Meyerhof [4]. 

Cet auteur emploie la méthode de Warburg et détermine les 


a (fermentation anaérobie), Q O, (respiration) et 
2 


Q = (fermentation aérobie). 
sped?) 


coefficients Q 


(*) Manuscrit recu le 21 mai 1964. 
(**) Mémoire présenté au VIe Congrés International de Microbiologie 


de Rome, 1953. 


428 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Nous n’avons pas a analyser ici les importants travaux de 
Meyerhof et nous rappellerons seulement qu’avec une levure de 
boulangerie les valeurs moyennes sont : 


No 


2 tO, 


02 
=280 QO, = Bet Q GG, = 90. 


Donc la « fermentation aérobie » est toujours beaucoup plus 


faible que la « fermentation anaérobie ». Remarquons cependant, 
pour y revenir par la suite, que Q a, n’est jamais nul. Ces 
résultats ont été également schématisés sous le nom « d'Effet 
Pasteur Meyerhof » et donnés comme preuve que la fermentation 
est inhibée par la respiration. Is ont été critiqués par Windisch 
en 1982. Cet auteur utilisait une technique macromanométrique [5], 
Kluyver et Hoogerheide, en 1933 [6], ont prouvé que cette contra- 
diction tenait 4 une mauvaise aération. 

Enfin, dans le troisitme groupe de travaux, nous prendrons 
comme exemple ceux d’Engelhardt [7]. Continuant et précisant les 
travaux de Lipmann, Engelhardt montre que le suc de levure ne 
fait plus fermenter le glucose si on le met au contact de l’air aprés 
avoir additionné d’un médiateur d’oxydo-réduction a un potentiel 
suffisamment élevé tel que le sulfonate d’indophénol. Il précise 
que cette inhibition porte sur la synthése de |’hexosediphosphate 
a partir du fructose-6-phospha'e et de l’A. T. P. Cette méme 
inhibition se produit si l’on remplace le colorant artificiel par 
le mélange cytochrome et cytochrome-oxydase. L’effet Pasteur est 
done di a une inhibition et l’on sait sur quelle réaction enzyma- 
tique porte cette inhibition. Engelhardt donne le schéma suivant : 


+ A.T.P. 
/ phospho 
ae salen ——> | Hexose triose ‘ 
Hexose diphosphate ' . eae Fermentation 
monophosphate Hae 0) 


A 
Caen [seni oan Acide 


phosphogluconique —> Respiration. 
+ 02 


Ce schéma offre le grand intérét de se rattacher aux théories 
de Warburg et de Dickens sur I’assimilation du glucose par 
phosphorylation oxydative, théories qui ont donné naissance, dans 
ces derniéres années, a des travaux remarquables, mais qui ne 
font pas l’objet de notre étude. 

Cette inhibition qui semble bien établie dans le cas du suc de 
levure peut-elle étre compléte dans le cas de la cellule vivante ? 

Nous avons repris cette question de la « fermentation aérobie » 
avec des levures proliférantes [8]. 
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a) Mirieu pe cutture. — Il nous fallait utiliser un milieu 
défini oti le glucose était, pratiquement, le seul substrat carboné. 
Des essais préliminaires nous ont permis de modifier le milieu 
de Williams en diminuant notamment la teneur en asparagine 
jusqu’a 5 mg/l, ce qui permet de négliger ce produit dans le 
calcul du rendement en levure par rapport a l’aliment carboné. 


Tasieau I. 
nn nem 

POLK ae. clown aktn. o 2 IMFO EVN 6 yb oo ue sc 5 m 
RON HI) 5 Haak ons ak 2 : Vitanuine Bimal eee. eae 2 200 ae 
SOsMoraiaH; Oe, na eo AND sey || Wales 6 Gera co Gos 200 pg 
Cheilints wee eS a ims: |eRiboflavine ee ens cee 100 ug 
SOP ee is ris Gee 4 mg}Ac. pantothénique..... 200 pg 
Cl Mie en vt oh on as ime) Acanicotiniquess <9. 5 = - 200 ug 
Claes % 1. Cees aad ae BAG, O;oanie|sBiotines. ~ Masses 96. 2. 2 pg 
BOSH strit silt Goalie vk atta Ape me ipl ositol gece ye ia tneet © Eales 5 mg 
Koa? Geese. #2. clenene rds 0,4 mg} Glucose ou éthanol... . variable 
SOsCWU APs < Bosc jn st 0,1 mg| Eau bidistillée. . . .Q.S. 4 litre 
CS Caly etd Owe ant ye cee 300 =mg 


Le pH initial est de 6. Nous désignerons ce milieu par les 
initiales W.E.S. A. Dans certains cas, nous avons utilisé des 
milieux plus complexes. 


b) Levure. — Nous avons employé une levure (Saccharomyces 
cerevisiew) souche de boulangerie II (diploide) purifiée au labo- 
ratoire d’Ephrussi, auquel nous adressons nos remerciements. 


c) Mérnoves ANALyTIQUES. — Glucose : méthode de Somogyi [9]. 

Alcool : technique de Martini et Nourisson {40}. 

Matiére séche: on suit le développement de la levure par 
néphélométrie, avec le photocolorimétre de Meunier (écran jaune). 
Les valeurs obtenues sont étalonnées par rapport aux résultats 
donnés par la pesée directe du poids de la levure, lavée 4 l’eau 
bidistillée et séparée par centrifugation. 

Les analyses sont faites fréquemment pour établir les courbes 
de croissance, de disparition du glucose et de formation et de 
disparition de l’alcool. 


d) ConpITIONs DE cuLTURE. — Dans le choix des conditions de 
culture, nous avons été, avant tout, guidés par la nécessité d’une 
aération intense du milieu. Nous reviendrons sur cette question. 

Le milieu était au large contact de l’air : 50 ml dans un flacon 
d’Erlenmeyer de 1 1 constamment agité dans l’étuve (90 agitations 
par minute, chaque mouvement ayant une amplitude de 9 cm). 
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En outre, ce milieu était toujours pauvre en glucose, environ 
0,2 g pour 100 ml au maximum. La quantité de levure formée 
était par suite toujours faible et de ce fait les besoins en oxygene 
peu élevés. Les flacons d’Erlenmeyer étaient bouchés par des 
tampons de coton peu serrés. Parfois, comme nous |’indiquerons, 
on faisait passer dans le flacon un courant d’air ou d’oxygene. 
Dans une série d’essais, nous avons utilisé des vases de Kluyver 
avec courant d’oxygéne. Toutes les cultures ont été faites 4 30°. 


RESULTATS. 


1° ExpirIeNCE DE BASE. — Nous citerons un essai parmi des 
expériences qui ont toutes donné des résultats analogues. 


TaBLEAv II. 


50 ml de milieu W.S.E.A. contenant 114 mg de glucose. 
Ensemencement : levure cultivée pendant 15 heures dans un méme milieu (3 mg 
matiére séche). Culture agitée a 30°. A chaque prélévement, la prise d’essai 
est de 0,5 ml environ. 


EN MG POUR 50 ML DE MILIEU 
TEMPS EN HEURES RENDEMENT 
Matiére séche Glucose Glucose 

formée restant disparu 
OPO SBE oe 0 444 0,44 
pCa 2. te ae Sie 3 2,8 93,8 20,2 0,414 
Beet tn alee eS 6,0 72,9 41,4 0,45 
A ae, ea re ee Re Me 40,2 47,2 66,8 0,16 
Lorene Mors aioe 46,5 10,8 103 ,2 0,419 
Ge 2252 0 1414,0 0,24 
Gr o0eoee 6 ee 23,6 0,21 
DS cal te ee, OE 23,9 0,21 
Tecra eee NN, Sead) cima a 24,3 0,22 
82 eee ee 25,7 0,24 
QaaeP ES See hc BORA LES: 28,4 0,27 
Weedtin es arena abs: 0,33 
VP era ee Sie 0,35 
L130) Peake eras 39,4 0.38 
YD eae Neto roel 1a eae 43,3 


A la fin de essai, on constate que tout le glucose a disparu 
et qu’il n’y a pas d’alcool dans le milieu. Le rendement en levure 
est de 0,38 par rapport au glucose disparu. 

On serait en droit de conclure que la fermentation alcoolique 
a été enti¢rement inhibée par |]’aération. 

L’examen de la courbe de croissance (fig. 1) et des dosages 


de glucose fiaits toutes les heures montre que le phénomene est 
plus complexe. 
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_La courbe de croissance comprend deux parties nettement 
distinctes. Dans la premiére, entre les deuxiéme et cinquiéme 
heures, le taux de croissance (u) est de 0,53. Aprés un temps 
d’arrét du développement, la courbe monte 4 nouveau et entre les 
huitiéme et douziéme heures, wp n’est plus que de 0,19. Il y a 
nettement ce que Monod a appelé un phénoméne de diauxie (44). 
Cela conduit 4 admettre que deux substrats différents sont utilisés 
successivement. 


’ , ie ies 5 A 
D’autre part, nous voyons que, dés la sixiéme heure, il n'y 


60 
PELE A 
50 = 
= = 
Ss ROO 
” 40 = 
= S 
1,4 
30 
ee. 
20 
1,0 
10 
0,8 
Cee ar Te AG eC BAG TOMIS =" 24 
HEURES 
Fic. 14. — A: coordonnées normales. B : coordonnées semi-logarithmiques. 


a plus de glucose. A ce moment le rendement en levure par 
rapport au glucose est faible: entre 0,16 et 0,19. Il est en 
moyenne de 0,17; cest ce que nous appelons le rendement 
apparent. ; 

Or, dans la deuxiéme période, la levure continue a se déve- 
lopper, le rendement augmente jusqu’a la valeur finale qui est 
ici de 0,38. Cette croissance qui se fait aprés épuisement du 
glucose ne peut s’effectuer qu’aux dépens d’un autre substrat. 
Il était naturel de penser tout d’abord a l’alcool éthylique. 

Dans toutes les expériences ultérieures, nous avons recherché 
et dosé ]’éthanol. 

Le tableau III donne les résultats. Méme dispositif expéri- 
mental, mais un flacon sert aux prélévements horaires pour établir 
la courbe de croissance. Un autre sert aux prélévements pour 
dosage du glucose et de l’alcool. 
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Nous constatons que les courbes de croissance sont analogues 
a celles que nous avons toujours obtenues, montrant le phéno- 
mene de diauxie, avec des taux de croissance de 0,60 a 0,50 dans 
la premiére phase et de 0,14-0,15 dans la seconde. Mais nous 
constatons aussi qu’effectivement, dans la premiére période, 11 
y a accumulation d’alcool éthylique. 

" Si Von calcule le glucose qui a été nécessaire pour fournir 
Valcool dosé, on trouve que dans les deux cas, au moins 


TaBieau III. 


PoUR 50 ML DE MILIEU (EN MG) 


DUREE MATIERE SECHE GLUCOSE ALCOOL | RENDEMENT 
en heures 
pee Formée | Restant | Disparu 
0 4,2 5 95,0 | » 3 $ 
Essai I 8,15 > A1,4 14,2 80,8 30,8 0,16 
Seo » 23,5 0 95,0 doe 0,25 
\ 0 2 4 » 86 » » » 
Essai Il. 5 » One 23 63 24 0,16 
ane » 31,5 0 86 0 0,37 
| 


75 p. 100 des molécules de glucose ont subi la fermentation 
alcoolique. Cela explique la faiblesse de ce que nous avons 
appelé le rendement apparent dans cetle premiére phase et qui est 
ici de l’ordre de 0,16. 

Dans la seconde phase, l’alcool diminue puis disparait. Cette 
diminution est-elle due a une simple évaporation ? 

Un flacon d’Erlenmeyer contenant 50 ml de milieu non ense- 
mencé additionné de 30 mg d’alcool est agité a 30° pendant six 
heures. Les pertes dues 4 celte simple évaporation sont de l’ordre 
de 2 mg. Elles n’expliquent done pas la disparition de l’alcool 
formé dans la premiére phase. On peut en conclure que l’augmen- 
tauion du poids de la levure aprés la disparition du glucose es! 
bien due a lutilisation de Valcool. 

Nous avons fait des essais avec le méme milieu, dans les 
mémes conditions expérimentales, mais en remplacant le glucose 
par Valeool comme seul substrat carboné : 

50 ml de milieu contiennent 28,7 mg d’alcool. Ensemencement 
avec la levure cultivée sur glucose (0,9 mg de matiére séche). 
De quinze a vingt et une heures, le taux de croissance est de 
0,20, absolument analogue a celui que l’on observe dans la 
seconde phase lors de la croissance sur milieu glucosé. 
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Le rendement en levure séche par rapport 4 l’alcool disparu 
est difficile 4 déterminer avec exactitude a cause du taux de 
croissance faible qui conduit a prolonger l’essai et 4 augmenter 
l’évaporation de l’alcool. 

Dans cette expérience, pour 28,7 mg d’alcool, il y a formation 
de 13 mg de levure. Le rendement est done de 0,45. Mais en fait, 
ceci n’est qu’un ordre de grandeur. 

Dans d’autres essais plus courts (neuf heures) le rendement 
était de 0,52. On peut appliquer ces données aux résultats du 
tableau III. 

Si dans lessai I, on applique le rendement moyen de 0,17 
aux 95 mg de glucose du milieu, on trouve que 16 mg de levure 
ont pu se former directement du glucose. 

En admettant que 75 p. 100 des molécules de glucose aient subi 
la fermentation alcoolique, on voit qu’il s’est formé 35 mg d’alcool. 
A la fin de l’essai, il en reste 19 mg. Donec 16 mg ont disparu, 
pouvant donner avec le rendement de 0,50 une quantité de levure 
de 8 mg. Il a done pu se former 24 mg de levure. On en trouve 
23,5 mg. 

‘Les mémes calculs appliqués a l’essai II donnent des résultats 
identiques. Calculé : 30,5; trouvé : 31,5. 

Dans nos conditions expérimentales, malgré l’aération, la levure 
en se multipliant fait néanmoins subir la fermentation alcoolique 
a 75 p. 100 environ des molécules de glucose. 


2° AcTION DE L’AERATION. — Le fait que la fermentation aérobie 
intéresse les 3/4 des molécules de glucose ne peut-il pas étre 
interprété par une aération insuffisante ? 

C’est objection faite aux expériences de Buchner et Rapp ainsi 
qu’a celles de Windisch. Cette objection est renforcée par les 
travaux récents de Chain, concernant les moisissures [42]. 

Comme nous l’avons déja indiqué, nous avons pris toutes les 
précautions pour éviter cette cause d’erreur. Nous avons employé 
peu de milieu (50 ml) pauvre en glucose (0,20 a 0,10 p. 100) dans 
un flacon d’Erlenmeyer de 1 1, bouché par un tampon de coton 
peu serré. En admettant une combustion compléte de glucose, 
il faudrait 73 a 36 ml d’oxygéne. C’est 1a le besoin maximum. 
Or, il y a dans le flacon, méme si l’air ne se renouvelle pas du 
tout, environ 200 ml d’oxygéne. Mais les besoins réels de ‘a 
Jevure sont inférieurs. Des essais au Warburg ont montré que 
1 mg de levure séche exige, au cours de son développement dans 
l’air, 500 ul d’oxygéne. Dans nos essais pendant la premiére 
phase, dans laquelle alcool s’accumule, il se forme, suivant la 
concentration en glucose, de 34 4 17 mg de levure, exigeant de 
17 a 8,5 ml d’oxygéne. L’atmosphére est donc loin d’étre épuisée 
en oxygéne et, grace a l’agitation, l’air est constamment mélangé 
au milieu. 
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Pour plus de sdreté, nous avons fait une série d’essais en 
remplagant le tampon de coton par un bouchon de caoutchouc 
muni de deux tubulures dont une plongeant dans le milieu. Nous 
pouvions faire passer, pendant la culture, tout en maintenant 
l’agitation, un courant stérile d’air ou d’oxygene. 

Dans un flacon contenant 50 ml de milieu, on fait passer 2 
a 31 d’air par minute (fig. 2). Un autre flacon, avec le dispositf 
habituel, sert de témoin. On constate qu’il n’y a pas de différence 
entre les développements dans les deux cultures. Les taux de 


2, I 
100 | oe 
° 
il 
80 1,7 
Ww 
>) 
So 
60 15 
Oo 
{e) 
40 13 
7) 
ce 
WW 
220 1,1 
O-} 2 33) 456) teaeaciae 
HEURES 
Fic. 2. — A et B: coordonnées normales. A’ et B’: coordonnées semi-logarith- 


miques. A et A’: avec barbotage d’air. B et B’ : sans barbotage d’air. 


croissance sont analogues (0,60 dans le témoin et 0,54 dans la 
culture avec barbotage d’air). 

Si l’on fait passer de l’oxygéne, on observe des changements 
importants. 

Le tableau IV donne une série de résultats. 

‘Les flacons d’Erlenmeyer de 1 | contiennent 50 ml de milieu. 

Ce qui frappe tout d’abord dans ces résultats, c’est l’action 
inhibitrice trés nette de loxygéne sur la vitesse de dévelopement 
de la levure. Le taux de croissance qui dans les flacons témoins 
reste, comme dans toutes nos expériences antérieures, aux envi- 
rons de 0,60, tombe aux environs de 0,30 quand on fait barboter 
de l’oxygéne dans la culture. I] en résulte que le glucose est 
consommé beaucoup moins rapidement. 
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Tasieau IV. 
ee CULTURES DANS L’OXYGENE 
5, GLUCOSE | DUREE 
N° DE LESSAI initial de lessai 
me h Matiére 
aan Débit de ey, sacle Rendement 
0 O,/min. aca [ey past “| formée | apparent 
cS m 
Je 454 9,30 0,60 250 ml 0,30 26 4,8 0,18 
Ill. crane 168 9 0,57 200 & 500 ml| 0,34 33 6,9 0,24 
Yo ee 445 9,30 0,61 250 & 500 ml] 0,32 23 4,0 0,47 
vy. ae es ars Us) 9 0,57 4 000 ml 0,22 46 3,6 0,22 
OSS MGSleeaeeeeee 149 6 » 4 000 ml 0,34 443 21 0,418 


* Dans l’essai IX, nous avons ensemencé fortement pour augmenter Ja vitesse de destruction du glucose 
(7,8 mg de levure séche pour les 50 ml). 


Or, pendant cette période, le rendement reste faible, de méme 
ordre que celui observé dans les conditions habituelles. Ce faible 
rendement peut-il, la encore, s’expliquer par la fermentation 
alcoolique d’une partie importante du glucose ? 

Nous avons done recherché et dosé l’alcool dans les cultures 
dans lesquelles on faisait passer de l’oxygéne. 

Nous constatons qu’effectivement il se forme de l’alcool dans 
tous les cas. Mais les quantités retrouvées sont trés variables. 

Nous avons vu que dans nos conditions expérimentales habi- 
tuelles, la perte en alcool par évaporation ou entrainement dans 
un milieu non ensemencé n’est que 2 mg en six heures. Ici les 
conditions ne sont plus les mémes, le courant d’oxygéne devant 


TaBLeau V. 


EN MG POUR 50 ML! grucosE 


corres- GLUCOSE FERMENTE 


DUREE | O. EN ML |——————___—. pecdent i 


en heures} par minute ; 
y Glucose | Alcool Men GLUCOSE DISPARU 
consommeé | trouvé trouv 


N° DE L’ESSAI 


250 26 18,4 
250 a 500) 33 14,4 
230 8500] 23 18,4 
250 a 500] 24 11,0 

1 000 66,5 16,0 
4 000 143 42,0 
4 000 88 39,6 


ocoooccocoo 
HH CO DO CPD E+) 
SS oe a Sd 


* Ensemencement fort. 
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nécessairement entrainer plus d’alcool. Nous avons fait un essai 
en agitant pendant sept heures un flacon de 1 ] contenant 50 ml 
de milieu non ensemencé, additionné de 48 mg d’alcool, dans 
lequel passait un courant d’oxygéne de 1 | par minute, la tempé- 


X) 7S oy) 
fe) fe) fe) 


DENSITE OPTIQUE 


fe) 
fe) 


1,6 
Ol 2 3.4 Gre meee 
HEURES 
Fic. 3. — Concentration en glucose : 20 mg dans 100 ml. Traits pleins : coor- 


données normales. Traits pointillés : coordonnées semi-logarithmiques. 


rature étant de 30°. On a retrouvé 14 mg d’alcool, soit seulement 
op. LOO: 

In outre par suite des taux de croissance faibles, les essais 
sont longs et les pertes élevées. On ne peut pas faire une correc- 
tion valable, car il faudrait calculer les pertes d’alcool en fonction 
de sa formation. Un tel calcul n’offrirait aucune garantie. 

La conclusion est que, méme en présence d’oxygéne, il y a 
fermentation alcoolique. Si cette fermentation n’était pas relati- 
vement aussi forte qu’en présence d’air, il faudrait admettre, 
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Fic. 4. — Concentration en glucose : 10 mg dans 100 ml. Traits pleins : coor- 
données normales. Trails pointillés : coordonnées semi-logarithmiques. 
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Fic. 5. — Concentration en glucose : 5 mg dans 100 ml. Traits pleins : coor- 
données normales. Trails pointllé. : coordonnées semi-logarithmiques. 
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pour expliquer les faibles rendements observés, qu’une partie du 
glucose est détruite entiérement. 


3° INFLUENCE DE LA CONCENTRATION INITIALE EN GLUCOSE. — Cer- 
tains auteurs [43], travaillant avec des levures non proliférantes, 
ont signalé que la fermentation aérobie diminue d’intensité et 
méme devient nulle lorsque la concentration en glucose est faible. 
Les figures 3, 4 et 5 rapportent une série d’expériences ot les 
concentrations initiales en glucose sont de 20, 10 et 5 mg pour 
100 ml de milieu. 

D’aprés les courbes, la diauxie est visible quand la concentra- 
tion en glucose est de 20 mg pour 100 ml, elle ne l’est plus avec 
10 et 5 mg. Il est remarquable, d’autre part, que le rendement 
maximum, qui est de 0,37 avec 50 mg, valeur qui correspond 
a celle calculée précédemment, augmente réguliérement quand la 
concentration en glucose diminue, pour atteindre la valeur 0,56. 

L’augmentation de la valeur du rendement maximum et la dis- 
parition de la diauxie sont a coup str les conséquences de la 
diminution de la fermentation aérobie. 


Discussion. 


Dans les conditions expérimentales que nous avons adoptées, 
Vaération ne peut pas inhiber complétement la production de 
Véthanol par la levure de boulangerie. 

La « fermentation aérobie » porte, au début, sur 75 p. 100 de 
molécules de glucose. Grace aux précautions prises, ce résultat 
nest pas di a une aération insuffisante puisqu’il se maintient 
quand on fait passer de l’air ou de l’oxygéne dans le milieu. 

'‘L’alcool formé s’accumule et, aprés disparition du glucose, est 
assimilié par la levure. Mais les taux de croissance sur glucose 
et sur alcoo] sont nettement différents (0,60 et 0,20), ce qui 
confirme que l’éthanol est un produit latéral qui se forme quand 
la glycolyse est trop rapide par rapport a la synthése de la 
matiére vivante. 

Le seul moyen que nous ayons trouvé pour faire disparaitre 
dans ce milieu synthétique ce déséquilibre est de diminuer la 
teneur du milieu en glucose. 

Dans des essais ot il n’y a que 5 mg de glucose dans 100 ml, 
le taux de croissance diminue (0,37 au lieu de 0,60), mais la 
diauxie disparait, alcool ne se forme plus et le rendement en 
levure par rapport au glucose consommé monte jusqu’a 0,56 au 
heu de 0,37 dans des milieux plus riches. 

Ces résultats ne sont pas en contradiction avec ceux de 
Meyerhof. 

En effet, dans les expériences de cet auteur, le coefficient 


OR iN qui mesure la « fermentation aérobie » n’est jamais nul. 
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De plus, si l’on admet avec Meyerhof que le quotient respira- 
toire CO,/O, est égal a l’unité et que les valeurs de Q = et 
2 


de Q O, sont respectivement de 90 et de 81, on trouve que le 
rapport des molécules de glucose fermentées aérobiquement aux 
molécules respirées est de 8,33. Dans nos essais, ce rapport est 
de 38 environ. 

Nos résultats ne sont pas non plus en contradiction avec ceux 
d’Engelhardt. Il emploie du suc de levure, au contact d’air, et 
du sulfonate d’indophénol ou du cytochrome et de la cytochrome 
oxydase servant de médiateurs. Ces conditions d’oxydo-réduction 
sont tout a fait différentes de celles qui existent A l’intérieur des 
cellules vivantes. 

Enfin, nos résultats ne préjugent en rien du mécanisme d’uti- 
lisation du glucose par la levure en aérobiose. 

En conclusion, dans un milieu synthétique ot les conditions 
d’oxygénation sont bien assurées, ]’aération seule ne peut pas 
empécher la formation d’alcool par la levure de boulangerie en 
voie de prolifération. 
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LA MICROFLORE DENITRIFIANTE : 
SA PRESENCE NORMALE DANS LE SOL 


par H. pe BARJAC (*). 


(Laboratoire de Microbiologie du Sol. Institut Pasteur.) 


Il est peu de sujet aussi controversé que celui de la dénitrifi- 
cation au sein du sol : phénoméne essentiellement anaérobie, pro- 
cessus pathologique, disent les uns, phénoméne aérobie, chainon 
normal du cycle de l’azote, disent les autres. Le probléme reste 
a résoudre. Il est trés difficile, A l’heure actuelle, de tirer une 
conclusion valable des travaux des différents auteurs, étant donné 
la variété des techniques d’étude employées. 

Les quelques essais dont la description suit, ont été réalisés 
dans des conditions bien déterminées et ne font quillustrer une 
maniére d’aborder le probleme. Il en est mainte autre. 


I. — Des essais antérieurs effectués sur la dénitrification par 
une technique en aérobiose [4] ont montré que les tourbes avaient, 
dans ces conditions, une activité inférieure a celle des terres témoins 
normales. La dénitrification étant réputée comme un phénoméne 
généralement anaérobie, on pouvait penser que la faible réponse 
des tourbes (milieu naturel anaérobie) était imputable au carac- 
tére aérobie de la technique employée. Afin d’éprouver cette 
hypothése, nous avons testé comparativement une tourbe et un 
sol témoin fertile en anaérobiose, du point de vue de leur activité 
dénitrifiante. Contrairement a ce 4 quoi l’on pouvait s’attendre, le 
méme phénoméne se produisit : la encore la tourbe se révélait 
moins active. 


Tecunioue. — Un milieu composé de NO,K, 2 @; glucose, 
10 g; CO,Ca, 5 g, et solution de Winogradsky au 1/20 q. s. 


p. 1 000 est réparti en Erlenmeyer de 500 ml, 4 raison de 400 ml 
de milieu par fiole. L’ensemencement de chaque échantillon de 
sol est effectué sur une série de 8 fioles d’Erlenmeyer, par la 
technique des dilutions de maniére a obtenir une gamme de 
concentrations finales correspondant a celles utilisées dans la 
technique en tubes (soit 0,5 ml de dilution de 10 en.10 pour 1 ml 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 
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de milieu). Les fioles ensemencées sont soumises au vide et 
portées a Pétuve a 28°. Chaque jour un prélévement est effectué 
dans chaque fiole, pour la recherche de NOL NO. et Nie 
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Résuttats. — Le graphique 1 donne les résultats de cette 


dénitrification en anaérobiose. 

T : terre témoin fertile. 

C : tourbe. 

Il ressort de ceci que, tout au moins par ces techniques d’étude, 
la dénitrification n’apparait pas comme un phénoméne « patho- 
logique », prédominant dans Jes sols peu évolués et & métabo- 
lisme en quelque sorte dévié, du type des tourbes. Au contraire, 
le processus de dénitrification se développe le mieux dans des 
terres normales et fertiles. 

Ces expériences, donc, semblent indiquer un parallélisme entre 
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activité dénitrifiante de la microflore d’un sol et le degré de 
fertilité du sol considéré. 


II. — Il nous a été donné de vérifier cette relation par une 
autre expérience sur des terres belges plus ou moins dégradées 
par des fumées d’usine a zinc. L’examen de ces terres a été pra- 
liqué par la technique en tubes, en aérobiose, déja citée [4]. Les 
résultats sont résumés dans le graphique 2. 

T : terre témoin fertile (jardins de 1’Institut Pasteur). 

Dt : terre témoin belge, prélevée le plus loin des cheminées de 
Yusine et actuellement cultivée. 

Db : terre belge, prélevée a faible distance des cheminées de 
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GRAPHIQUE 2. 


lusine, portant actuellement de maigres bosquets, bois dégradé 
ou la couverture morte s’amoncelle sans se décomposer. 

Da: terre belge prélevée tout prés des cheminées de l’usine, 
done la plus dégradée, ne portant que de rares Agrostis (1). 

D’aprés ces graphiques, ]’on voit que le maximum de dénitrifi- 
cation se place dans les sols témoins, spécialement T : terre de 
bonne fertilité et Dt. Ceci semble done corroborer Vidée que 
Pactivité dénitrifiante de la microflore des sols fait partie inté- 
grante de son activité métabolique normale. Les sols fertiles pos- 
sédent une microflore dénitrifiante relativement plus active que 
celle des sols infertiles ou des tourbes, dans les conditions d’ étude 
envisagées. Comment expliquer alors que, de l’avis méme de 
nombreux auteurs, dont tout récemment Wijler et Delwiche [2], 
la dénitrification soit moins intense dans les sols ot la tension 


(1) Ces terres nous ont été fournies par Ch. Bonnier que nous remer- 
cions ici. 
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d’oxygéne est plus forte ? En réalité, ces auteurs envisagent sur- 
tout une évaluation chimique de la dénitrification propre au sol, 
alors que notre technique mesure l’activité dénitrifiante de la 
« microflore tellurique ». La encore, nous nous retrouvons devant 
Vimpossibilité d’assimiler deux techniques différentes. La contra- 
diction apparente des résultats se raméne A une différence de 
base de technique d’étude. Nous insistons sur le fait que notre 
technique évalue la puissance dénitrifiante de la microflore et 
qu’en aucune maniére, nous ne croyons possible d’extrapoler les 
résultats obtenus 4 ce qui se passe réellement dans le sol. Cette 
technique, en tant que telle, permet d’affirmer que la microflore 
dénitrifiante entre normalement dans les groupements physiolo- 
giques caractéristiques des terres en bonne fertilité. Mais, dans 
le sol, du fait de la multiplicité des facteurs en jeu, et des condi- 
tions écologiques régnantes, la dénitrification réellement accom- 
plie peut étre trés différente. 


III. — C’est dans ce méme esprit que nous présentons pour 
terminer la démonstration du couplage dénitrification-nitrification. 

Une terre témoin et une tourbe ont été ensemencées dans le 
milieu pour dénitrification déja cité dans la premiére expérience, 
modifié quant a la teneur en glucose ramenée a 2 g pour 1 000 ml, 
ceci pour éviter la formation catabolique d’une grande quantité 
d’acide pouvant géner la phase suivante recherchée de nitrifica- 
tion. 200 m] de milieu furent mis en fiole de Fourneau et ense- 
mencés par 1 g de sol. On a pris soin de remplir les fioles 
presque totalement, afin d’assurer des conditions d’anaérobiose 
relative, 

Dés Je quatriéme jour, les nitrates disparurent avec apparition 
de NH, concomitante pour la tourbe, ultérieure pour la terre 
normale. A ce moment, le milieu ensemencé contenant done NO, 
et NH,, fut transvasé en Erlenmeyer de grande surface et sous 
trés faible épaisseur, afin d’assurer des conditions aérobies favo- 
rables a la nitrification. Ces prélévements furent également vérifiés 
dépourvus de glucose et d’acidité. 

Apres dix jours, le milieu ensemencé par la terre normale 
montra ]’apparition de traces de ni‘rates et la diminution de NH,. 
Au quinziéme jour on observa : absence de NH;,, présence nette 
de NO, et NO,. Enfin, au trentiéme jour, NH, était toujours 
absent, NO,— présent seulement a |’état de traces et NO,— don- 
nait une forte réaction positive. Il faut noter, par contre, qu’aux 
douziéme et vingt-quatriéme jours, le méme prélévement testé se 
révéla dépourvu de nitrates. Quant au prélévement effectué 
a partir du milieu ensemencé par la tourbe, aucune trace de 
nitrate ne fut décelée, ce a quoi l’on pouvait s’attendre, du fait 
du trés faible pouvoir nitrificateur des tourbes en général. 
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Ainsi, avec la terre normale, nous avons oblenu le couplage : 


NO, ~ —> NO,— + NH3— —> NO,— + NO3- 


et la réversibilité de la réaction conduisant NO,— a NH, est bien 
assurée par la microflore présente dans un sol normal. Mais étant 
donné précisément le caractére instable des réactions, il parait 
se former une sorte d’équilibre entre les trois termes, spécia- 
lement entre NO,— et NO,—, plutot qu’une réaction dirigée conti- 
nuellement dans un sens ou dans l'autre. 


CONCLUSION. 


La microflore dénitrifiante fait partie intégranle des groupe- 
ments physiologiques caractéristiques des sols de bonne ferti- 
lité. L’étude de cette microflore, dans les conditions d’expérience, 
la révéle active et capable de travailler en couplage avec la 
microflore nitrifiante. Ces propriétés caractérisent lVactivité en 
quelque sorte potentielle de la microflore dénitrifiante et ne sau- 
raient élre, sans étude ultérieure, étendues a son activité réelle 
dans le sol. 
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L’ISOLEMENT DU BACILLE DE KOCH 
DANS LES CRACHATS PAR LES DETERGENTS 


par F. TISON et A. LOZE (*). 


(Sanatorium de Praz-Coutant.) 


Les études faites sur le pouvoir bactéricide des « mouillants » 
nous a incités a essayer d’utiliser ces corps pour l’isolement du 
bacille tuberculeux. 

Les travaux de H. Berry [4] sur leur action bactéricide ; ceux 
de B. H. Johnson, H. Migaki et E. C. Mc Culloch [2] sur la 
comparaison des éléments cationiques et anioniques; ceux de 
Knox, V. H. Auerbach, K. Zarudnaya et M. Spairtes [8] sur le 
mécanisme de ces actions; ceux de W. P. Van Eseltine et 
G. Hucker [4] sur V’influence des matiéres organiques présentes 
nous ont aidé a choisir certains détergents. Nous avons constaté 
par ailleurs que Ja plupart des ammoniums quaternaires tuaient 
rapidement les bacilles tuberculeux. Le Teepol a été essayé en 
raison des travaux de Browning, Calver et Paterson [5] sur 
Vhomogénéisation des crachats. 

Nos essais ont porté sur 


Teepol (alcoylsulfate de sodium). 

Solution 4 15 p. 100 de laurylsulfate (Labaz). 

Sipon VL 20. 

Sipon L 20. 

Sipon L 230. 

Sinoppon. 

Bradosol a 10 p. 100 (phénoxyéthyldiméthyldodécyl--am- 
moniumbromal). 


Sinnova. 


ce dernier corps ayant été choisi 4 la suite des recherches de 
Ik. Wagener, E. Mitscherlich et U. Reuss [6]. 


A. — Essai D’ ELIMINATION DES GERMES BANAUX. 


L’élimination des germes banaux reste le gros écueil de la 
culture du bacille de Koch a partir des crachats recueillis direc- 
tement ou par tubage gastrique [7). 

Nous mettant volontairement dans les plus mauvaises condi- 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1954. 


446 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tions nous avons pris, comme matériel, la flore de crachats ayant 
séjourné au moins une demi-journée a I|’étuve a 37°. La prolifé- 
ration des microbes et champignons est alors comparable a celle 
d’un produit ayant voyagé. 

A un volume de crachat i] fut ajouté deux volumes de chacun 
des mouillants a étudier et le mélange a été porté en vase stérile 
sur agitateur spécial. 


Tasieau 1. — Végétation des germes banaux aprés contact 
avec un mouillant. 


Lecture apres quarante-huit heures 4 37°. 


: : : 


Temps de contact 
& l’agitateur. 


LAURYLSULFATE 
a 15% 


SIPON VL 20 


SIPON L 20 


SIPON L 230 


SINNOPON 


BRADOSOL 
a 10% 


Un prélévement a été fait : 

Avant addition du mouillant (témoin) ; 

Aussitét aprés addition du mouillant, 

et d’autres aprés un quart d’heure, une demi-heure, trois 
quarts d’heure, une heure de contact agitation. 

Apres lavage, centrifugation, ces prélévements ont été ense- 
mencés sur gélose nutritive et sur bouillon riche. | 

Les résultats sont exposés dans le tableau I. 

Comme on peut le constater, ]’élimination des germes banaux 


| 
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est exceptionnellement rapide en comparaison des méthodes 
chimiques courantes [8]. 


B. — AcTION SUR LA VITALITE DU BAGCILLE DE Kocn. 


La aussi nous avons tenu a nous mettre dans les plus mau- 
vaises conditions. Nous avons étudié le comportement d’une 
suspension aqueuse de bacilles H37Rv. Les bacilles s’y trouvant 
« nus » étaient particuliérement vulnérables. 


Tasceau Il. — Végétation du bacille tuberculeux 
aprés contact avec un mouillant. 


Temps de 
contact. 1 OE 2H. 6 B. 24 A. 
+++ +++ ++ Ier tube 
+++ +++ +++ ++ 2eme tube 
Laurylsul- +++ : eh ler tube 
fate A 15 % 
+++ ++ ++ 2eme tube 
+ ++ ++ |ler tube 
SIPON L 20 
souiilé | sovillé| +++ ++ +t ++ |Zeme tute 


ler tube 


SIPON L230 


Lame tube 


Iertube 


SIGNOPON 


2xme tute 


ler tube 


BRADOSOL 
a 10% 


exme tute 


+++ trés nombreuses colonies; ++ nombreuses colonies; + rares colonies. 
Le Sipon VL 20 était trop visqueux. 


Deux volumes de mouillant ont été ajoutés a un volume 
d’émulsion de bacilles. 

Les prélévements ont été faits avant addition et aussitét aprés. 
Puis aprés une demi-heure, une heure, deux heures, six heures 
et vingt-quatre heures de contact. 

Ces prélévements ont été centrifugés, lavés et ensemencés sur 
deux tubes de Jensen. 

La lecture, faile au douziéme jour d’étude, a été concrétisée 
dans le tableau II. 

La survie est trés satisfaisante. 

Les trois corps les mieux tolérés : teepol, bradosol et lauryl- 
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sulfate, étaient en outre ceux qui avaient entrainé la meilleure 
jluidification. 

Ont done été sélectionnés pour essai de culture : 

Teepol, 

Bradosol, 

Laurylsulfate. 


©. — Essal DE CULTURE A PARTIR DE CRACHATS. 


1° Tecunroue. — 1 cm? de crachat est additionné de 2 cm® de 
mouillant; le mélange est agité pendant une heure pour le 
teepol et une demi-heure pour les autres, dans un tube a centri- 
fuger stérile, conique, bouché, de 50 cm‘%. 

Le tube est alors rempli d’eau distillée stérile et agité a nou- 
veau une demi-heure. 

Aprés centrifugation et lavage, le culot est réparti sur 6 tubes 
de Jensen. 


2° Reésuttats. — a) Laurylsulfate : Valtération du milieu de 
culture par les traces de ce produit subsistant dans le culot de 
centrifugation nous l’a fait abandonner aussit6t. Le solvant semble 
en cause. 

b) Bradosol : le culot de centrifugation se présente comme un 
bloc difficile a déliter. A partir de crachats trés positifs, nous 
avons obtenu des cultures vers le douzi¢me jour. Mais les colonies 
se développent @ distance des fragments de culot non dissociés. 
Le peu de bradosol persistant dans ce culot freine donc la culture 
du bacille. 

c) Teepol: le culot de centrifugation a un aspect huileux, pré- 
levable avec une pipette de Pasteur assez large. I] s’étale bien 
sur le milieu. Pas de solvant comme dans a). 


D. — CoMPARAISON AVEC LA METHODE A LA SOUDE. 


ie Teepol : la moitié du crachat était traitée par notre tech- 
nique a la soude [7], lautre par le pRacgde ci-dessus. 

Chaque culot était ensemencé sur 4 tubes de Jensen de la 
méme fournée de fabrication. 

Cinquante-cing crachats ont été traités, ensemencés sur 
440 tubes. Les résultats sont concrétisés ci-dessous : 


TEEPOL SOUDE 
‘Tubes: s ouilhesiors, a8. abs cesses beret a tenes acne ners 9 4 
Cultures positives. . . EU forts Oe WR 91 
Note proportionnelle au nombre de colonies .. . ea ANS 480 


Ia soude reste done légérement supérieure. Mais il est a noter 
qu’en cas de positivité, la culture est plus précoce avee le pro- 
cédé au ese 
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2° Bradosol: la technique de comparaison a ¢té exactement la 
méme. 

Elle a porté sur un plus petit nombre de cas, car la déception 
a été plus sensible. 

Les tubes souillés ont été plus rares qu’avec la soude. La sen- 
sibilité a été légérement inférieure a celle du teepol. La culture 
a été, dans ensemble, moins précoce. 


E. — CRITIQUE DES RESULTATS. 


La comparaison des tableaux I et II laissait espérer une 
réussite plus grande. 

La précocité de lecture est souvent satisfaisante avec le teepol. 

La sensibilité, par contre, n’est pas tout a fait satisfaisante. 

Nous en avons pressenti la cause sans réussir a |’éliminer. 
L’écuei] semble di a la persistance dans le culot de centrifuga- 
lion dune certaine quantité de mouillant. Les lavages répétés 
éliminent mal ces corps mal solubles dans l’eau, d’autant plus 
quils sont étroitement liés au pus et au mucus. 

Nous avons essayé une digestion préalable des crachats avant 
action du détergent. 

La pepsine, quelques heures a |’étuve, ne donne pas une fluidi- 
fication satisfaisante. Les crachats muqueux, en _ particulier, 
forment alors avec le bradosol un composé solide. 

La papaine, actuellement a l’essai, semble faciliter sérieuse- 
ment le lavage ultérieur. 

L’écueil, qui parait minime en regard des résultats de I’étude 
systématique préalable, doit étre vaincu. 

C’est ce qui nous autorise a publier ces résultats incomplets 
dans l’espoir que d’autres chercheurs pourront, avant nous, en 
lirer une méthode d’isolement sensible, simple ct rapide. 
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EXPERIENCES D’'INOCULATION DU PORC AVEC LE VIRUS 
DE LA MALADIE DE NEWCASTLE 


par G. BUCK, J. J. QUESNEL et H. D. RAMAMBAZAPY (’). 


(Laboratoire du Service de |’ Elevage. 
Institut Pasteur de Madagascar.) 


A Madagascar, le virus de la maladie de Newcastle affecte 
principalement la poule, secondairement le dindon. Nous avons 
observé la maladie naturelle chez deux paons; nous ne l’avons 
pas constatée chez les pigeons qui se révélent cependant sensibles 
a inoculation sous-cutanée de la souche locale du virus. 

Placidi et Santucci ont transmis expérimentalement la maladie 
& des colombins, a des canards, 4 des pique-beeufs [4]. _ 

Jacotot [2], Lépine [8], Hunter [4], Placidi [5] avec leurs colla- 
borateurs ont rapporté des cas de contamination humaine, l’affec- 
tion se limitant le plus souvent a la conjonctive sans atteindre 
la cornée. 

Reagan et ses collaborateurs ont passé le virus a un certain 
nombre de mammiféres : musaraigne [6], hamster [7], sigmo- 
don [8}, souris [9, 40}, chauve-souris [44], singe [42, 43], soit 
directement, soit aprés adaptation préalable au hamster. 

Hofstad [414] a effectué des épreuves sur des pores et des mou- 
tons; les uns et les autres résistérent aux inoculations intra- 
veineuses de virus de Newcastle. Mais les inoculations intra- 
cérébrales provoquérent la mort des jeunes porcs en trois a onze 
jours ; les essais de passage par voie cérébrale ont échoué. Les 
moutons inoculés dans le cerveau moururent en cing a trente- 
deux jours. 

Nous avons réalisé une série d’expériences pour étre fixés sur 
la sensibilité des pores aux souches malgache et pakistanaise du 
virus de Newcastle et pour savoir si des relations existaient entre 
le virus en question et celui de la maladie de Teschen. Depuis 
1945, la maladie de Teschen chez les pores, la maladie de New- 
castle chez les gallinacés provoquent d’importants ravages dans 
les Glevages de Madagascar. 


(*) Manuscrit recu le 5 juin 1954. 
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1° INocULATION DE PORCELETS AVEC LE viRUS DE NEWCASTLE. 


a) INOCULATION INTRACEREBRALE. — Cinq porcelets sont inoculés 


avec la souche malgache du virus de NC (1), deux avec la souche 
Pakistan NC. 


lls présentent tous aprés quatre A onze jours d’incubation des 


PORC N° 484. 


i EEE 
AY el a 
ES ES aoa oe ec ee oo mS 

Kel areal een a me 

rhb aka ape 

Fees pane ocd pec aaclci 


/noc. avec Paralysé 


~ 


Peste aviaire 


Malgache VM 
G | (Liq ammotique) ai/ué au Y1000 


Y4cms+S.P en lL. 


S.P = Streptomycine-Pénicilline + S = animal sacrifié. 


Fic. 14. — Premier passage en I.C. du virus de Newcastle 
(peste aviaire) au porc. 


PORC N° 250. 


ene avec Cerveau 430 
Toes ee ener  Paralysie contagieuse 


S.P. = Streptomycine-Pénicilline + S = animal sacrifié. 


Fic. 2. — Courbe thermique d'un porc inoculé en 1.C. 
avec du virus de la maladie de Teschen (paralysie contagieuse). 


élévations thermiques variant de 39°4 a 42° et des signes de para- 
lysie. Ils sont sacrifiés complétement paralysés. 

Les examens des coupes des centres nerveux de trois porcelets 
ont été effectués par le D™ Jean Levaditi (2) qui conclut : 


(1) NC = Newcastle ; CN = centres nerveux ; IC = intracérébrale ; 
IN = intranasale. 

(2) Nous adressons au D? Jean Levaditi nos vifs remerciements pour 
les nombreux examens histo-pathologiques qu’il a si aimablement 
effectués sur les centres nerveux de nos animaux d’expérience. 
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Pour le premier : encéphalomyélite prédominant dans le cer- 
velet, le bulbe et la moelle. 

Pour le deuxieéme : méningo-encéphalomyélite respectant en 
partie le cerveau. La myélite prédomine nettement. 

Pour le troisiéme : méningo-encéphalomyélite surtout dégéné- 
rative dont la topographie est celle de la maladie de Teschen. 

Les lésions observées s’apparentent étroitement a celles de ta 
maladie de Teschen. 


b) INOCULATION INTRANASALE. — Quatre porcelets sont inoculés 
dans le nez jusqu’au contact de l’ethmoide avec la souche mal- 
gache NC ; un porcelet l’est avec la souche Pakistan NC. 

Deux porcelets sont inoculés de la méme maniére avec la souche 
malgache et, de plus, on leur fait ingérer du virus NC. 

Enfin, deux porcelets recoivent dans le nez et par Ja bouche des 
excréments de poulets atteints de la maladie de NC. 

Tous ces porcelets sont bien portants quarante jours aprés 
Vinoculation. 


2° PAssaGES DU VIRUS DE NEWCASTLE AU PORC. 


Les centres nerveux du porcelet 486, atteint de paralysie aprés 
inoculation en IC de la souche malgache de NC, sont inoculés 
(il s’agit done de deuxiéme passage) : 

Par vote intracérébrale aux porcelets 493 et 487 ; 

Par voie intranasale au porcelet 191. 

Le 493 est atteint de paralysie vingt-quatre jours aprés. 

Le 487 présente, trente jours aprés, une légére hyperthermie et 
manifeste un peu de géne des membres postéricurs. Il se rétablit 
en une semaine. 

Le 191 reste bien portant. 

Troisiéme passage. — Les centres nerveux du 493 sont ino- 
culés : 

Par voie intracérébrale aux porcelets 129 et 130; 

Par voie intranasale au porcelet 196. 

_ Les 129 et 130 présentent de la paralysie aprés sept et neuf 
jours. 

Le 196 fait simplement une poussée thermique de 40°5 le 
neuviéme jour aprés ]’inoculation. 

Quatriéme passage. — Les CN du porcelet 129 sont inoculés 
par IC au porcelet 184 qui présente de la paralysie neuf jours 
apres. 

Le porcelet 183 inoculé dans le nez résiste, mais présente du 
vingt et uniéme au vingt-sixiéme jour aprés l’inoculation, de la 
fatigue et une ascension thermique. 

Cinquieme passage. — Les ON du 134 sont inoculés : 

Par IC au 167 qui est paralysé dix jours apres ; 
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Et par IN au 189 qui résiste. 

Siziéme passage. — Les CN du 167 sont passés : 

Par IC au 193 qui fait de la paralysie neuf jours aprés : 
Et par IN au 186 qui fait de la paralysie dix jours apres. 
Septieme passage. — Les CN du 198 sont passés : 

Par IC au 190 qui est paralysé aprés six jours d’incubation : 
Et par IN au 197 qui est paralysé dix jours apres. 

Huitieéme passage. — Les CN du 190 sont passés : 

Par IC au 218 qui fait de la paralysie douze jours apres ; 

Et par IN au 217 qui est atteint dix jours apres. 


3° INOCULATION DU VIRUS NC pass PAR POR CY AU) POULEA: 


_ Les CN des porcele's 484 et 486, du premier passage, sont 
inoculés par voile sous-cutanée aux poulets 670 et 647 ; ces poulets 


PORC N° 167. 


TAs 
: 
7 es 


ED eerie 
2 
o) 


Inoc.avec Cerveay 134 © ~ Paralysé crise 


auVio Y4ecm3 en IC. 
S.P. = Streptomycine-Pénicilline + S = animal sacrifié. 
Fic. 3. — Quatriéme passage en I.C. du virus de Newcastle 
(peste aviaire) au porc. 


G a 
4£ Passage Porc. Peste aviaire de contractures. 


meurent au bout de cing jours avec des symptomes et des lésions 
de maladie de Newcastle. 

Les CN du porcelet 493 (deuxiéme passage) sont inoculés aux 
poulets 786 et 560, le 786 meurt de maladie de NC le septiéme 
jour. Le 560 résiste et est éprouvé seize jours aprés la premiere 
inoculation avec le virus NC ; il meurt en quatre jours. 

Les CN du porcelet 129 (troisiéme passage) sont inoculés aux 
poulets 796, 853, 742, et ceux du porcelet 130 (troisieme passage 
également) aux poulets 815, 553, 554 ; les 6 poulets ne présentent 
rien d’anormal ; ils sont éprouvés au virus NC quinze jours apres : 
ils résistent tous, alors que les témoins meurent en quatre a cing 
jours. 

Les CN du porcelet 1384 (quatriéme passage) sont imoculés aux 
poulets 552 et 587 qui résistent. 

Eprouvés au virus NC, ils succombent. 
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Les CN du porcelet 167 (cinquiéme passage) sont inoculés 
a 4 poulets, ils résistent; éprouvés ensuite au virus NG us 
succombent. 

Les CN des porcelets 193 (sixiéme passage) et 190 (septieme 


i-----------=— iL 
' 
' 
' 
q-—teGer—-----= 5 
aw 
v y v 
ler Passage - 455 484 486 = paralysés 
' 
oe > I.N.: 191 - Résiste 
¥iGe : 
v 
Passage - paralysé = 493 487- 
ee fess t malade 
; guérison 
i sacs > I.N.: 196 - Résiste 
I sed = 
i ThComment 
v ’ 
3e Passage - 130 129 = paralysés 
’ 
i waco —-> I.N.: 183 - Résiste 
Y 
4e Passage — I.C.:134 = paralysé 
1 
i -------- > I.N.: 189 - Résiste 
5e Passage — I.C.:167 = paralysé 
' 
|------- -> I.N.: 186 - Paralysé 
v 
6e Passage — I.C.:193 = paralysé 
1 
' 
joss I.N.: 197 - Paralysé 
v 
Je Passage — I.C.:190 = paralysé 
; paralys¢ 
ere I.N.: 217 - Paralysé 
Be Passage — I.C.:218 = paralysé 
Scnema 4. — Passage du virus NC de pore a pore. 


passage) sont inoculés respectivement a3 et 2 poulets. Les 
résultats sont les mémes qu’avec le quatriéme et le cinquiéme 
passage. 


4° INOCULATION D’ OEUFS EMBRYONNES 
AVEC LE VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE PASS) PAR PORC. 


Les CN du porcelet 486 (premier passage) sont inoculés sur la 
membrane chorio-allantoidienne d’ceufs embryonnés de poule, de 


INOCULATION DU PORC AVEC LE VIRUS DE NEWCASTLE 455 


dix jours ; quarante-huit heures aprés, les embryons sont morts 
et présentent les. mémes lésions que celles observées avec le virus 
de la maladie de Newcastle. 

Le liquide amniotique de ces embryons est inoculé a 4 poulets 
qui succombent tous a la maladie de Newcastle. 

‘Les CN du porcelet 493 (deuxiéme passage) sont inoculés a des 
ceufs embryonnés, comme ci-dessus, mais sans résultat ; ]’éclosion 
a donné des poussins normaux. 

Mémes opérations avec les centres nerveux des porcelets 129 
et 130 (troisiéme passage) : mémes résultats qu’avec le deuxiéme 
passage. 

Les poussins éclos inoculés plus tard avec du virus NC n’ont 
pas résisté. 


5° INOCULATIONS DES PORCELETS AYANT RESISTE AUX INOCULATIONS 
DU VIRUS DE LA MALADIE DE NEWCASTLE (viIRUS NC) AVEC LE 
VIRUS DE LA PARALYSIE DU PORC (vIRUS T), MALADIE DE TESCHEN. 


Quatre porcelets qui avaient recu par voie nasale ou simulta- 
nément par les voles nasale et buccale du virus NC sont éprouvés 
par vole nasale avec le virus T. Ils font tous les quatre de la 
paralysie. 

Les porcelets : 

N° 184 qui avait été inoculé par la voie nasale avec le virus NC 
malgache, 

N° 191 inoculé par la méme voie avec les CN du porcelet 486 
(premier passage du virus NC), 

N° 487 méme inoculation que le 191, 

N° 196 inoculé de la méme maniére avec le 493 (deuxiéme 


passage), 

N° 183 inoculé de la méme maniére avec le 129 (troisiéme 
passage), 

N° 189 inoculé de la méme maniére avec le 134 (quatriéme 
passage), 


sont éprouvés un mois aprés, sauf le 487 éprouvé au cinquante- 
sixiéme jour, par voie nasale avec le virus T, en méme temps 
que 3 porcelets témoins avec les résultats suivants. 

Les trois témoins ont fait, aprés une incubation de neuf a onze 
jours, de la paralysie. 

Le 184 a présenté aprés onze jours d’incubation une démarche 
eénée, de l’inappétence, avec hyperthermie, et en l’espace d’une 
semaine il s’est rétabli; un mois aprés l’inoculation il a présenté 
des contractures musculaires, de la raideur des membres avec 
boiterie tout en conservant son appétit, puis il a guéri. 

Le 191 et le 487 n’ont rien présenté d’anormal. 

Le 196 aprés onze jours d’incubation a présenté de la paralysie. 

Les 183 et 189 restérent bien portants. 
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6° INoOCIILATION INTRACEREBRALE AVEC LE VIRUS DE LA MALADIE DE 
NEWCASTLE DE PORCELETS SOLIDEMENT IMMUNISES CONTRE LA 
PARALYSIE PORCINE. 


Quatre porcelets, 161, 157, 151, 155, vaccinés contre la para- 
lysie porcine, ont été éprouvés trente-quatre jours aprés, avec le 
virus T par la voie nasale, et ont résisté a cette inoculation. 

Ils ont été inoculés trente-neuf jours aprés par voie intra- 
cérébrale avec le virus malgache de NC en méme temps qu'un 
porcelet témoin. 

Le témoin, aprés une inoculation de sept jours, a présenté de la 
paralysie. 

Le 155 n’a rien présenté d’anormal. 

Le 161 a présenté un peu de fatigue et d’inappétence avec de 
Vhyperthermie du huitiéme au treiziéme jour. 

‘Le 157 a eu une poussée thermique le sixiéme jour et jusqu’au 
douzi¢éme jour il était affaibli, présenitant de la raideur du cou 
et une légére torsion de la ltéte. 

Le 151 a présenté du sixiéme au quatorziéme jour une élévation 
thermique et un léger vacillement du train postérieur. 

Ces quatre porcelets étaient bien portants quarante jours apres. 


7° INOCULATIONS A DES PORCELETS DU viRus-vaccIN NC. 


Deux porcelets sont inoculés par IC avec du virus-vaccin NC. 
Ils sont atteints de paralysie aprés une longue période d’incu- 
bation : trente-trois et trente-six jours. 

Deux porcelets recoivent par vole sous-cutanée 4 deux semaines 
dintervalle du virus-vaccin NC a fortes doses ; ils ne sont pas 
incommodés et sont éprouvés vingt-six jours aprés la deuxiéme 
inoculation avec du virus T en méme temps que trois porcelels 
témoins ; ils font tous de la paralysie aprés une incubation de 
sept a dix jours. 


8° INOCULATION DE POULETS AVEC LE VIRUS DE TESCHEN. 


Sept poulets recoivent sous la peau du virus T ; 2 sont inoculés 
par IC. Aucun n’est incommodeé. 
Eprouvés avec la souche malgache de NC, ils ont tous sue- 
combé. 
Resume. 


Le porcelet se révéle sensible au virus de la maladie de New- 
castle inoculé par la voie intracérébrale. Il est fnappé d’une 
maladie semblable & la maladie de Teschen. , 

A partir du cinquiéme passage par voie intra-cérébrale ce virus 
devient pathogéne pour le porcelet par voie nasale. 
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Des cing porcelets inoculés par voie nasale avec le virus de 
Newcastle passé par cerveau de porcelet et ayant résisté, un seul 
(celui du deuxiéme passage) a présenté de la paralysie aprés 
épreuve avec le virus de Teschen. 

Les pores résistant A la maladie de Teschen sont résistants au 
virus de Newcastle inoculé par la voie intracérébrale. 

Le virus de Newcastle passé par porcelets voit sa virulence 
modifiée pour la poule. 

Encore pathogéne pour la poule aprés le premier passage et 
le deuxiéme passage, il ne l’est plus au troisiéme passage et 
l'immunise alors ; aux quatriéme, cinquiéme, sixiéme et septiéme 
passages, 1] n’est plus pathogéne et ne l’immunise plus. 
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COMMUNICATIONS 


VARIATIONS DE LA PIGMENTATION 
ET DU TEST DE CHAPMAN 
CHEZ LE STAPHYLOCOQUE SOUS L’ACTION DU *P 


par Nicole CABAU et J.-B. BARON (°). 


(Labdoratoire de la Clinique Ophtalmologique de l’Hétel-Dieu.) 


Lorsque l’on met du phosphore radio-actif °*P en présence de 
cultures de staphylocoques on observe, dans certaines conditions, des 
variations de la pigmentation de la souche et du test de virulence de 
Chapman de cette souche. 

L’expérimentation a été menée parallélement sur deux types de 
souches de staphylocoques, isolées de conjonctives : une souche patho- 
gene, dorée, faisant virer le Chapman ; une souche saprophyte, blanche, 
ne le faisant pas virer. 

Cette étude poursuivie depuis six mois a comporté une série d’expé- 
riences ayant pour but l’étude de l’action du *?P: 
1° Sur des cultures d’ages différents : de 24 heures 4 12 jours. 
2° Sur des souches différentes. 
3° En fonction de la concentration du °2P dans le milieu : de 0,0014 
0,3 millicurie par centimétre cube. 

Elle a porté sur 300 cultures environ. 


oy 


TECHNIQUE EMPLOYEE. — A partir de ces souches, nous avons fait : 

1° Des cultures témoins en bouillon ordinaire (5 cm%). 

2° Des cultures additionnées de dilutions variables de *2P dans ]’eau 
distillée 4 raison de I goutte pour 5 cm’ de bouillon. 


(*) Travail réalisé avec l’aide de VINHP. 
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3° A partir de ces différents bouillons, des ensemencements sur 
gélose, aprés dilution en vue du dénombrement des germes, et pour 
vérifier Ja pureté des ensemencements. 


Résuxrats OBTENUS. — 1° Action du **P sur des cultures d’dges 
différents, — A. Cultures jeunes en bouillon de vingt-quatre heures 
additionnées le premier jour d’une dilution de #?P (0,02 millicurie 
par centimétre cube de milieu). 

1° Sur une souche pathogéne de staphylocoques dorés faisant virer 
le Chapman, nous avons observé : 

a) Une diminution du nombre des colonies. 

b) Dans 30 p. 100 des cas une coloration blanche de toutes les 
colonies et pas de virage du Chapman ; dans 30 p. 100 des cultures 
bigarrées : colonies blanches et dorées associées, les premiéres ne fai- 
sant pas virer le Chapman, les secondes le faisant virer ; dans 40 p. 100 
des cas pas de variation. 

c) La variation apparaissait entre le septiéme et le quatorziéme jour 
aprés le marquage par le phosphore radio-actif. 

2° Souche saprophyte blanche ne virant pas le Chapman : 

a) Augmentation du nombre des colonies. 

b) Dans 45 p. 100 des cas, apparition de colonies uniformément 
dorées virant le Chapman ; dans 5 p. 100, des cultures bigarrées de 
colonies dorées en majorité et de colonies blanches ; dans 50 p. 100 
pas de variation. 

c) La variation apparait dans le méme temps que précédemment, 
parfois un peu plus tardivement : du neuviéme au quatorziéme jour. 

B. Action du 3?P en fonction de l’ancienneté de la culture. — Nous 
avons introduit la méme dose de #?P dans des bouillons de vingt- 
quatre heures, de deux, trois jours et plus, ensemencés avec les deux 
sortes de souches de staphylocoques utilisées dans le premier groupe 
d’expériences : 

1° Souche dorée faisant virer le Chapman: apparition de colonies 
blanches Je neuviéme jour pour le bouillon marqué au bout de vingt- 
quatre heures, le sixiéme jour pour ceux marqués les deuxiéme et 
troisiéme jours, le quatri¢éme jour pour ceux marqués plus tard. 

Nous avons toujours obtenu des cultures bigarrées, le Chapman ne 
virant pas avec les colonies blanches isolées et repiquées et virant avec 
les colonies dorées. 

2° Souche de staphylocoques blancs ne virant pas le Chapman; on 
obtient des colonies uniformément dorées le douziéme jour pour les 
cultures marquées le troisitme jour, mais sans virage du Chapman ; 
le troisitme jour pour celles marquées a partir du quatri¢me jour, 
avec virage du Chapman. 

2° Action du °2P sur des souches différentes en bouillon de vingt- 
quatre heures. — A partir du sixiéme jour aprés irradiation, nous 
avons obtenu une modification de la pigmentation et du test de 
Chapman dans 45 p. 100 de nos souches, 55 p. 100 n’ayant subi aucune 
modification. 

3° Action du %2P en fonction de sa concentration dans le milieu. — 
Il faut un minimum de 0,02 millicurie par centimétre cube pour 
obtenir les variations de pigment et du test de Chapman avec les 
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souches pathogénes comme avec les souches saprophytes, en culture 
jeune ou ancienne. Lorsque la souche est réfractaire, on n’obtient 
aucune variation, quelle que soit la concentration en *?P dans les 
limites expérimentées. 


ConcLusion. — L’addition de 32P dans une culture de staphylocoques 
en modifie la pigmentation et son action sur le Chapman. Certaines 
souches apparaissent sensibles, d’autres réfractaires 4 son action. Avec 
des cultures 4gées ces variations sont plus réguliéres, plus homogénes 
et plus précoces. [] faut un apport minimum de °?P pour obtenir le 
phénoméne. 

Les variations paraissent fixées: des ensemencements ultérieurs 
montrent la conservation des caractéres nouveaux obtenus. 

Ceci n’est que l’exposé de faits observés dont nous nous proposons 
de rechercher le mécanisme de production par ]’étude du métabolisme 
respiratoire, des variations de pH, etc., dans les cultures modifiées et 
dans les cultures témoins. 


BIBLIOGRAPHIE 


Gate. Chemical activities of bacteria. 
Gowagrts. Les isolopes radio-actifs en biologie. 
Strout et Bercer. Les isotopes radio-aclifs en biologie. 


RECHERCHES SUR LA FIEVRE Q 
DANS LA REGION MONTPELLIERAINE 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Montpellier.) 


Dans une note adressée & l’Organisation Mondiale de la Santé en 
1952, nous signalions les résultats de nos premiers examens destinés 
au dépistage de la fiévre Q. Les recherches ont été effectuées sur des 
hommes et des animaux. 

Les humains sont des malades atteints d’affections pouvant faire 
penser 4 une rickettsiose, pneumonie atypique en particulier (1). Les 
animaux sont des caprins et ovins appartenant 4 des trouveaux situés 
dans les villages o& un cas humain avait été diagnostiqué et A des 
troupeaux ot. des avortements répétés s’étaient produits ; dans ce der- 
nier cas, nous recherchons une contamination brucellienne : lorsque 
les réactions sérologiques de la brucellose sont négatives, les animaux 
sont examinés systématiquement vis-a-vis de la fiévre Q. 


(1) La plupart étaient hospitalisés A la Clinique des maladies infectieuses 
(professeur Janbon), 
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Dans ces recherches, la méthode utilisée est la fixation du comple- 
ment — type Kolmer — telle qu’elle a été préconisée par 1’0. M.S. [4] 
avec l’antigéne Lederle fourni par 1’0.M.S. Nous exigeons, pour 
porter le diagnostic, un sérum positif au moins au 1/64. 


I. Humans. — En 1953, 31 cas humains ont été examinés: 4 cas de 
fiévre Q ont été diagnostiqués de facon certaine. 

Premier cas: concerne un homme fréquemment en contact avec 
des brebis dans une localité ot nous connaissions déja l’existence de 
fiévre Q animale (Fondamente, dans le sud-est du département de 
VAveyron). En 1952, nous avions, en effet, trouvé deux troupeaux 
infectés dans cette région. 

Deuxiéme cas: il s’agit d’un homme exercant la profession. de 
boucher 4 Pézenas (A 50 km A l’est de Montpellier). Les animaux 
manipulés quotidiennement par ce malade provenant de régions fort 
diverses, il n’est pas possible de retrouver l’origine du contage. 

Troisiéme cas: c’est une jeune fille domiciliée dans un village 
a 15 km a Vouest de Montpellier, vraisemblablement contaminée par 
un troupeau de brebis qui n’a pu étre examiné du point de vue séro- 
logique. 

Quatriéme cas: il s’agit d’un ouvrier agricole domicilié 4 20 km au 
nord-est de Montpellier. Dans cette agglomération existent deux trou- 
peaux d’ovins qui ont été examinés sérologiquement (20 brebis de 
chaque troupeau). Dans l’un, aucun animal n’a présenté de réac- 
tion positive, tandis que dans l’autre les réactions ont été positives 
dans la moitié des cas. L’origine du contage parait donc ici bien 
établie. 

En 1954, quatre nouveaux malades sont reconnus atteints, parmi 
71 sérums qui ont été examinés entre janvier et fin juin. 

Cinquiéme cas: il s’agit d’un gendarme, domicilié 4 une vingtaine 
de kilométres au nord-est de Montpellier et pour lequel aucun contage 
précis ne peut étre décelé. 

Sixiéme cas: un militaire pour lequel le seul mode de contamina- 
tion parait étre la voie aérienne, par l’intermédiaire de poussiéres. En 
effet, il réside en ville, mais passe trés fréquemment a moto- 
cyclette dans une région ot nous avons trouvé des foyers de maladie 
ovine. 

Le septiéme cas est diagnostiqué chez un scientifique, que les 
recherches conduisent trés souvent dans la campagne. De méme que 
pour le malade précédent et le suivant, la maladie est apparue au 
cours d'une période de grands vents, rendant ainsi plus probable la 
contamination aérienne par des poussiéres. 

La huititme malade, une jeune fille habitant la campagne, nous 
a permis d’isoler une souche de rickettsie par inoculation du sang au 
cobaye. Cette souche, actuellement 4 1l’étude, sera décrite ultérieu- 
rement. 


II. Animaux. — En 1952 nous avons étudié 130 sérums d’ovins 
(16 troupeaux) qui nous ont permis de détecter le foyer signalé dans 
le département de l’Aveyron. En 1953, 218 sérums ovins ont été exa- 
minés, représentant les prélévements effectués dans 9 troupeaux de 
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la région : 5 troupeaux dans le département de 1’Hérault, 4 dans Je 
département de ]’Aveyron. 

Au total, et depuis que nous effectuons ces recherches, ont été 
examinés : 


Sernm sd0V0Se-05. ese ee eee 388 (27 troupeaux) 
POSICES soo set i es eoicareuecusr oh rou 22 (3 troupeaux) 
NEC eee MNSan she Wee ceed 366 (24 troupeaux) 

III. R&PARTITION DES FOYERS DE FIEVRE Q DANS LA REGION. — En défi- 


nitive, deux foyers animaux de fiévre Q sont connus, révélés par des 
atteintes humaines et animales. Il faut remarquer que les localités 
infectées sont réparties dans une large zone de la région montpellié- 
raine: la premiére se rencontre 4 80 km au nord-ouest de Mont- 
pellier, dans une région montagneuse et 4 forte population ovine. 
Une autre, 4 30 km au nord-est de Montpellier, dans une région de 
plaine ot les ovins sont assez nombreux. La répartition des autres cas 
humains est extrémement variée, ne parait pas se rattacher 4 une 
infection ovine ou caprine. La contamination par les poussiéres, au 
moment des grands vents qui soufflent au printemps, parait la plus 
probable. Mais la variété et la dispersion des cas cliniques permettent 
de supposer qu'il existe un nombre assez élevé d’infections inapparnetes, 
ou de cas trés frustes, que seule une enquéte sérologique systématique 
pourrait déceler. 
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SUR LA REPRODUCTIBILITE 
DE LA REACTION D'IMMOBILISATION DU TREPONEME 
(NELSON-MAYER) 
SON INTERET PRATIQUE (°) 


par J. THIVOLET, A. TARBES et M+ C. GAILLARD. 


(Laboratoire d’Hygiéne de la Faculté de Médecine de Lyon.) 


Depuis que la réaction d’immobilisation du tréponéme de Nelson- 
Mayer a été mise en ceuvre de facon courante dans un grand nombre 
de laboratoires, il a été possible de discerner un certain nombre de 
facteurs pouvant en perturber les résultats. 


(*) Ces recherches ont été réalisées dans le cadre de celles effectuées 
pour le Centre de Prophylaxie des Maladies Vénériennes de Lyon (Direc- 
teur : professeur Gaté) grace a une subvention de la Caisse régionale de 
Sécurité Sociale. 
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Nous pensons que les causes d’erreur intervenant dans le T. P. J. 
Test (1) sont les suivantes : 

Des résultats faussement positifs peuvent étre provoqués d’une part 
par la sensibilisation in vivo des tréponémes au cours de 1’évolution 
de V’orchite du lapin, d’autre part par la présence dans le tube-réaction 
d’une souillure bactérienne et surtout chimique entrainant la mort 
des tréponémes dans ce tube isolément. 

Des résultats faussement négatifs peuvent étre provoqués par un 
déficit en complément dans le tube-réaction. Une telle erreur est plus 
a redouter avec la technique primitive qu’avec les techniques de pré- 
sensibilisation. 

En outre, les erreurs de lecture et de pipettage peuvent jouer en 
plus ou en moins, mais il y a la une cause d’erreur qui n’est pas 
propre au T.P.I. Test et nous n’insisterons pas sur cet aspect. 

C’est la possibilité de résultats faussement positifs que nous avons 
essayé d’évaluer, bien qu’il soit difficile d’éliminer en méme temps 
les facteurs susceptibles de provoquer des résultats faussement négatifs. 


TECHNIQUE UTILISEE. — Nous avons effectué un certain nombre de T. P. I. 
Tests en double exemplaire. Pour chaque sérum, nous avons utilisé deux 
tubes-réaction identiques et un tube-témoin. Ces trois tubes ont été placés 
chaque fois dans la méme série de réactions et nous avons recommencé 
systématiquement les réactions qui avaient fourni au premier essai deux 
résultats différents, négatif et douteux, négatif et positif, douteux et positif. 

De cette fagon, les souillures isolées d’un tube-réaction sont mises en 
évidence au premier chef. La _ sensibilisation in vivo et le déficit en 
complément provoqué par le pouvoir anti-complémentaire de certains 
sérums interviennent beaucoup moins puisque |l’émulsion est identique et 
que le méme sérum est utilisé au méme moment. Néanmoins, il faut recon- 
naitre que ce procédé empirique ne peut éliminer 4 tout coup ces deux 
derniéres causes d’erreur, qui ne sont que relativement atténuées. 

Par ailleurs, notre technique est restée classique. Une partie des T. P. I. 
Tests a été effectuée en dix-huit heures sans présensibilisation, et une 
autre partie a été effectuée en quarante et une heures avec présensibili- 
sation de vingt-quatre heures environ. 


Ré&suttats. — 369 sérums ont été testés. 

Sur ces 369 sérums, 52 se sont révélés toxiques, soit un pourcentage 
de 14 p. 100. Signalons au passage que sur ces 52 sérums « toxiques » (2) 
A un premier examen, 21 ont été testés A nouveau en présence de péni- 
cillinase et sont restés toxiques A ce nouvel examen, ce qui confirme net- 
tement l’existence de sérums toxiques en dehors de toute addition d’anti- 
biotiques. 

317 sérums ont donc fourni des résultats interprétables. Dans 308 cas, 
ces résultats étaient concordants dans Jes deux tubes-réaction. 

Nous avons obtenu: 


REACTONS SAGE OUIIES: 6 Bsa a ceetorol ea BT dod lbeoun 168 
IRGOOMS) [XOCHUNER. com oe Bib Sag ic 16/6 08S op NONS Is 447 
Réactionsidouteuses= «. . 82.6. oe es a es EMutie pee 


(1) Lire désormais pour T. P.I. Test: réaction d’immobilisation du_ tré- 


poneme. i : ‘ 
(2) Nous conservons ce terme utilisé dés les premiers travaux de Nelson 


bien que celui de « tréponémicide » paraisse convenir aux phénoménes 
observés. 
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Le pourcentage de réactions douteuses a done été de 7,5 p. 100. 

ll est intéressant de noter que sur 145 réactions exécutées avec la tech- 
nique de dix-huit heures sans présensibilisation, 20 se sont révélées dou- 
teuses, soit 13,8 p. 100, alors que sur 163 réactions exécutées avec la 
technique de présensibilisation en quarante et une heures, 3 seulement se 
sont avérées douteuses, soit 1,8 p. 100. Ce fait nous semble plaider trés 
éloquemment en faveur de l'utilisation de la technique de présensibilisalion 
méme pour les test qualitatijfs. 

L’écart moyen entre les deux résultats obtenus pour chaque sérum a éte 
pour les 145 cas concordants de la premiére série de 11 p. 100 et pour 
les 163 cas concordants de la deuxiéme série de 5 p. 100. 

Enfin 9 sérums ont fourni 4 la premiére tentative des résultats discor- 
dants. Nous croyons intéressant de donner le détail de ces résultats. 


4°° TENTATIVE 2° TENTATIVE 3° TENTATIVE 
p. 100 p- 100 p. 100 


N° DU SERUM 


La reproductibilité de la réaction peut done étre mise en cause Gans 
9 cas sur 317, soit dans un pourcentage de 2,83 p. 100. 

L’analyse des résulttas fait ressortir que dans 5 cas (n°8 3645, 3733, 3750, 
3724, 3852) sur 9, la positivité enregistrée dans un tube-réaction au_pre- 
mier essai n’est plus retrouvée dans le second. Il est légitime d’admettre 
que c’est alors un facteur de toxicité extrinséque (souillure chimique ou 
bactériologique) qui a agi dans le premier essai, conformément aA notre 
hypothése. Un tel facteur peut done intervenir dans un pourcentage total 
de ib py 100: 

Par contre, dans 4 cas, le deuxiéme et parfois le troisiéme essai ont 
apporté des résultats soit positifs, soit & nouveau discordants. On ne 
peut alors admettre que c’est un facteur de toxicité qui a été A J’origine 
de la discordance. On doit penser que l’action anti-complémentaire ou la 
sensibilisation in vivo sont intervenues dans ces derniers cas. 


La reproductibilité du T. P. I. Test apparait donc, A la lumiére de ces 
résultats, au moins aussi satisfaisante que celle des réactions de la 
sérologie classique de la syphilis. Cette conclusion est conforme & celle 
de Chorpenning (8) qui, sur 299 sérums testés deux fois de suite sépa- 


3) Communication orale. 
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rément, a trouvé 5 résultats discordants dont 3 faussement positifs. 
Elle est, par contre, en discordance avec celle d’Olansky et coll. [4] qui, 
sans apporter beaucoup de détails, considérent que la reproductibilité 
de la réaction est souvent en défaut. 

En pratique, le T. P. I. Test, exécuté avec trois tubes, apporte une 
garantie supplémentaire de l’ordre de 3 p. 100 environ. Le gros effort 
nécessaire pour obtenir ce petit gain de sécurité peut étre justifié si 
lon considére cette réaction comme un contrdle intervenant en der- 
niére analyse dans des cas sérologiquement et cliniquement ininterpré- 
tables. Mais la réaction & trois tubes ne tranche que la moitié des litiges 
qu’elle souléve, l’autre moitié devant étre résolue par une meilleure 
appréciation du complément résiduel. 


En résumé, un contréle de la reproductibilité du T. P. I. Test portant 
sur 369 sérums a permis de constater la bonne reproductibilité de la 
réaction, l’intérét limité, mais certain, d’une nouvelle technique & trois 
tubes, l’avantage de la technique de présensibilisation. 
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PROCEDES DE CONSERVATION 
DU VIRUS APHTEUX DE CULTURE 


par C. MACKOWIAK, H. GIRARD et R. LANG. 


(Unstitut Francais de la Fiévre aphteuse.) 


Grace A la culture sur épithélium lingual de bovins selon la méthode 
de Frenkel, la production industrielle du virus aphteux ne pose pra- 
tiquement plus de probléme [4]. 

En revanche, et contrairement & ce qui se passe pour le virus de 
« nature » récolté sur langue de boeuf, la conservation du virus de 
« culture » n’est pas assurée par la congélation. Comme 4 la tempé- 
rature de + 4° la virulence du virus de culture n’excéde guére un mois, 
le probleme de sa conservation en vue de la constitution de stocks reste 
entier. L’addition de diverses substances, albumine plus spécialement, 
qui enrobent le virus et le mettent 4 l’abri des injures dues aux modi- 
fications du milieu, semble avoir répondu & cet inconvénient. 


ESSAI DE CONGELATION SIMPLE, — L’extraction du virus cultivé sur lam- 
beaux d’épithélium se réalise dans le liquide méme de culture. La 
congélation de ce liquide virulent suivie de la décongélation immé- 
diate fait perdre au virus tout ou partie de son pouvoir virulent. 
L’expérience a été tentée A plusieurs reprises sur boeufs. L’essai et le 
titrage de virulence ont été pratiqués suivant la méthode de Henderson. 
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Cette disparition ou, pour le moins, cette diminution de la virulence, 
peut étre attribuée a une précipitation des sels entrainant une modifi- 
cation du pH par suite de la congélation. De fait, le rouge neutre, 
ajouté au liquide, vire du jaune (pH basique) au rose (pH acide) lors 
de la congélation pour revenir au jaune lors de la décongélation. 

Nous avons alors pensé que le virus conservé au sein de la cellule 
serait placé a l’abri des modifications du milieu et pourrait, partant, 
étre stocké indéfiniment. Une expérience préalable nous avait montré 
que la virulence d’une culture était essentiellement liée a cette cellule. 
Tandis que le milieu nutritif contenait en effet 20000 unités infec- 
tieuses, l’épithélium séparé de ce liquide, comme d/ailleurs le virus 
récolté dans le milieu méme de culture, titraient 1000000 d’unités 
ID,,. Aussi avons-nous procédé a la congélation directe de cet épithé- 
lium : le titre de virulence est cependant tombé 4 31000 unités infec- 
tieuses, soit une diminution de plus de trente fois. Au cours d’une 
autre expérience, le titre de virulence est passé de 1 430000 unités 
4 150000, soit une chute d’environ dix fois. 

Comme jusqu’alors la congélation avait été réalisée d’une facon lente 
et progressive, les divers milieux utilisés étaient simplement placés au 
congélateur 4 — 25° ; nous avons alors tenté de produire une congéla- 
tion « brutale », presque instantanée, en plongeant les produits a 
congeler en mélange acétone-neige carbonique qui atteint — 70°. Les 
recherches de Luyet [2] avaient en effet démontré la survie de cellules 
a la suite de congélation ultra-rapide. Dans notre expérience, le titre 
de virulence était au départ de 315 000 unités infectieuses ; aprés congé- 
lation et décongélation rapide, le titre est tombé a 31000 unités. 


ConcLusion. — La congélation, rapide ou lente, du virus aphieux 
renfermé au sein de l’épithélium de culture, altére la virulence et ne 
saurait étre employée pour sa conservation prolongée. 


Essal DE CONGELATION EN MILIEUX PROTECTEURS. — De multiples 
recherches antérieures avaient démontré l’action protectrice exercée 
par certaines substances, vis-a-vis des agents physiques, sur les virus, 
les cellules vivantes ou les tissus animaux: sérum de bceuf (Verge et 
Goret [3]), glycérol (Parkes [4]), albumine (Hansen [5]), albumine et 
peptone (Collier [6]). 

1° Action de la glycérine. — Reprenant les essais de Parkes nous 
avions pu, 4 l’époque, maintenir en survie les spermatozoides congelés 
de taureau, grace a l’action protectrice de la glycérine. Aussi, les 
échecs consécutifs 4 la congélation directe du virus aphteux de culture 
nous engagérent-ils 4 tenter la congélation du méme épithélium 
virulent dans de la glycérine. 

A cet effet, 1’épithélium de culture est repris A poids égal, aprés 
Vélimination du milieu nutritif, dans une solution de glycérine 
4 50 p. 100 tamponnée 4 pH 7,3. On le congéle trés rapidement en 
mélange alcool-neige carbonique. Une heure plus tard on le décongéle 
et on le titre en comparaison avec la culture non congelée. Le taux 
de virulence de la culture fraiche atteint 315 000, celui de la culture 
congelée en glycérine tombe 4 18 000 unités infectieuseés. Une seconde 
expérience confirme cette insuffisance de la glycérine puisqu’une 
culture titrant 740000 unités tombe, apres congélation, A 72 000. 
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Ainsi la glycérine ne confirme pas, auprés du virus aphteuz, son 
role protecteur décelé pour le spermatozoide. 

2° Action du sérum. — Le sérum employé a été du sérum prélevé 
sur des boeufs en provenance d’Irlande, donc indemnes de tout passé 
aphteux. Cette précaution apparait indispensable pour éliminer l’action 
neutralisante des anticorps. Les essais furent tentés sur 1’épithélium 
intégral comme sur broyat d’épithélium. Dans le premier cas, le titre 
de l’épithélium témoin était de 740000 unités infectieuses ; le temps 
de contact préalable du sérum et de l’épithélium mélangés a poids 
égal fut de quatre heures ; la congélation en mélange alcool-neige 
carbonique se produisit instantanément, le titre se maintint iden- 
tique 4 lui-méme. Dans le second cas, 10 g d’épithélium broyé sont 
additionnés de 10 cm* de sérum de bceuf. On procéde A une congé- 
lation rapide. Le titre du virus congelé reste inchangé : 420000 unités. 

Le sérum de boeuf assure donc au virus aphteux contenu dans 1’ épi- 
thélium de culture une protection qui lui permet de subir sans dom- 
mage l’action du froid. 

3° Action de lValbumine. — Outre que le milieu sérum constitue 
_un mauvais antigéne, il risque éventuellement de neutraliser le virus 
par l’action des anticorps. L’albumine du sérum devait pouvoir, 
a coup stir, éliminer ces inconvénients. 

Le premier essai nous a confirmé que le titre de virulence de 10 g 
d’épithélium additionnés de 10 cm’ d’une solution A 4,5 p. 100 
(concentration normale du sérum) d’albumine tamponnée a pH 7,6 
était, aprés congéJation rapide A basse température, identique au titre 
d’origine. 

D’autres essais, répétés de multiples fois depuis, confirment la 
notion que le virus aphteux contenu en lépithélium de culture, 
enrobé en solution a@ 4,5 p. 100 d’albumine sérique, peut étre congelé 
sans dommage. La rapidité ou la lenteur de la congélation n’inter- 
vient pas, pas plus d’ailleurs que les températures de — 25° ou — 70°. 

Il y a cependant intérét & laisser ]1’épithélium s’imbiber de la solu- 
tion d’albumine par un contact de quelques heures avant de pro- 
céder a la congélation. 

Par la suite, nous avons réalisé l’extraction du virus en solution 
d’albumine. Le principe a été de mélanger A un poids donné d’épi- 
thélium virulent un poids égal d’une solution d’albumine a 4,5 p. 100. 
Aprés quelques instants de contact, le mélange est centrifugé. Le culot 
est repris avec la méme quantité de solution d’albumine et recentri- 
fugé. Les deux liquides surnageants sont mélangés. L’extraction du 
virus ainsi obtenu (1 g d’épithélium dans 2 cm® de solution d’albu- 
mine) est trés satisfaisante et l’extrait supporte la congélation lente 
ou rapide sans nuire au titre de virulence ; la réaction de fixation du 
complément demeure positive. La culture a partir de virus ainsi 
traité se poursuit avec succés, tant en Erlenmeyer qu’en cuve de 
500 langues. Les qualités immunisantes de cet extrait congelé restent 
identiques A celles du virus frais. Ce procédé a l’avantage de donner 
un virus concentré, ce qui peut étre utile pour la préparation de cer- 
tains vaccins. I] permet aussi la conservation d’un stock important 
de virus sous un faible volume. 

Poursuivant nos expériences, nous avons recherché d’une part si 
une quantité moindre d’albumine permettait une protection analogue 
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et si, d’autre part, cette action protectrice se maintenait dans le temps. 

En ce qui concerne la concentration de l’albumine, nous étions 
partis d'une solution a 4,5 p. 100. Les essais ultérieurs ont été effectués 
avec des solutions a 0,5 p. 100 et 0,2 p. 100. Avec la solution a 0,5 p. 100 
Vextraction du virus, effectuée comme précédemment (1 g d’épithé- 
lium pour 2 cm* d’albumine), lui conserve toutes ses propriétés. 
Dans un cas le titre s’est maintenu A 315 000 unités infectieuses, dans 
un autre 4 630000. Avec la solution 4 0,2 p. 100 on semble atteindre 
la limite de la concentration nécessaire. Le titre d'une solution est 
en effet pasé, aprés congélation, de 150 000 unités infectieuses 4 18 000 ; 
le titre d’une autre, cependant, s’est maintenu identique 4 lui-méme, 
soit 250000 unités. 

Cette dilution a également été tentée sur du sérum de bovidés, car 
elle doit permettre d’éliminer l’action éventuelle des anticorps anti- 
aphteux. Un sérum de bceuf dilué huit fois assure un pouvoir pro- 
tecteur suffisant et maintient le titre de la virulence. 

Pour ce qui est de la conservation dans le temps du mélange 
congelé virus + albumine, les essais ont été effectués respectivement 
aprés deux, quatre, six, huit mois de conservation 4 — 25° en donnant 
des résultats identiques. 

Notons enfin que la substitution de l’albumine d’ceuf a l’albumine 
de sérum semble conférer une protection assez analogue. La _ perte 
constatée dans la virulence reste dans « l’intervalle de confiance » du 
titrage. 

La lyophilisation du complexe virus + albumine est aussi possible. 
Rappelons cependant que cette opération reste toujours délicate. 


En résumé, l’albumine d’origine sérique constitue un excellent 
excipient pour la conservation par le froid du virus aphteux de culture. 
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L’« HEMOLYSE EN COCARDE » 
DETERMINEE PAR H. PERTUSSIS ET H. PARAPERTUSSIS 
SUR MILIEU DE BORDET-GENGOU 


(NOTE PRELIMINAIRE) 
par André BERTOYE, A.-L. COURTIEU et R. GILLY. 


Unstitut Pasteur de Lyon.) 


Ayant eu l’occasion de conserver 4 la température du jaboratoire des 
souches d’H. pertussis et d’H. parapertussis, cultivées sur milieu de 
Bordet-Gengou, nous avons constaté l’apparition d’un type hémoly- 
tique particulier que nous rapportons ici. 

L’aspect du phénoméne est le suivant : sous la colonie existe une 
hémolyse totale, constatée vingt-quatre heures aprés l’apparition de 
la colonie a l’ceil nu. Comme il est classique, cette hémolyse est trans- 
parente en lumiére transmise et sombre en lumiére réfléchie, plus foncée 
et plus rapide 4 se manifester pour H. parapertussis que pour H. per- 
tussis. Si on maintient les cultures a l’étuve (& 36°, en atmosphére 
humide), la zone d’hémolyse augmente légérement autour de la 
colonie. La mise en glaciére (de 0 &4 + 4°), dés que l’hémolyse est 
obtenue, fixe l’aspect de cette derniére, sans modification ultérieure. 

Par contre, si on abandonne la culture 4 la température du labo- 
ratoire dés que la premiére hémolyse est apparue, on constate, dans 
un délai de un a cing jours (plus rapidement pour H. parapertussis que 
pour H. pertussis) la formation d’un anneau rouge, plus foncé que 
le reste du milieu, qui borde la premiére zone d’hémolyse ; vingt- 
quatre heures plus tard apparait une deuxiéme zone d’hémolyse 
a l’extérieur de l’anneau rouge sombre, ce qui donne a l'ensemble 
un aspect d’ « hémolyse en cocarde ». 

Cet aspect se rapproche de celui décrit par L. Bouvet [4] avec un 
staphylocoque blanc sur gélose au sang de lapin. Cette souche déter- 
minait « une concentration de ]’hémoglobine 4 une certaine distance 
de la colonie, formant un anneau sombre tranchant sur le fond homo- 
géne de la boite » d’une largeur de 1 mm environ. 

Cependant, le phénoméne que nous avons constaté avec H. pertussis 
et parapertussis est sensiblement différent, car ume nouvelle zone 
d’hémolyse y succéde 4 l’anneau rouge sombre. 

Le milieu utilisé fut celui, classique, de Bordet, additionné de sang 
frais défibriné de mouton. 

Les souches produisent le phénoméne, dés le premier isolement de 
lorganisme, sur le milieu méme ot le germe a été cultivé sous péni- 
cilline. Le méme fait se retrouve lors des premiers repiquages ulté- 
rieurs. Nous avons essayé de méme des souches conservées par repi- 
quage sur milieu de Bordet au sang de mouton, certaines datant de 


deux ans. 
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Nous avons tenté de reproduire 1’ « hémolyse en cocarde » avec des 
streptocoques hémolytiques, des entérocoques hémolytiques, des staphy- 
locoques dorés pathogénes qui, cultivés sur milieu de Bordet, n’ont 
pas provoqué d’aspect semblable. Pourtant, une des souches de staphy- 
locoque doré essayées a déterminé sur milieu de Bordet-Gengou une 
hémolyse d’un type spécial en « ondes alternées » ot se succédaient 
une hémolyse o (totale) contre la colonie, puis £ (partielle), suivie 
d’une nouvelle zone d’hémolyse totale. Ce type a, B, «a semble différent 
des types B, B de Bouvet, mais de toute facon ne ressemble pas 
a l’aspect d’« hémolyse en cocarde » de H. pertussis et H. paraper- 
tussis. 

Il ne nous est pas possible encore de déterminer la cause exacte de 
cet aspect (hémagglutination, bourrelet de pousse microbienne, modi- 
fication de l’hémoglobine entre deux zones d’hémolyse). 

Nous nous proposons de poursuivre des recherches sur la valeur de 
ce phénoméne qui, sur milieu de Bordet au sang de mouton, semble 
étre l’apanage de H. pertussis et H. parapertussis et peut constituer 
de ce fait un caractére différentiel de valeur et de constatation facile. 
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LA DIFFERENCE DE SENSIBILITE A LA STREPTOMYCINE 
COMME TEST DE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE 
ENTRE C. DIPHTHERIA ET C. XEROSE 


(NOTE PRELIMINAIRE) 


par André BERTOYE et A.-L. COURTIEU. 


Unstitut Pasteur de Lyon.) 


Il est délicat de proposer comme test biologique de différenciation 
entre deux variétés microbiennes, leur différence de sensibilité \ un 
antibiotique. On sait, en effet, le caractére relatif et parfois variable 
d’une telle propriété. Cependant, dans le domaine des mycobactéries, 
la résistance habituelle au PAS et & VINH des bacilles paratuberculeux 
est retenue comme un test de valeur indicative. 

Ayant eu l’occasion de tester la sensibilité aux antibiotiques (1) de 
souches récemment isolées de trois espéces de Corynébactéries (28 C. 
diphtheriae, 19 C. hoffmanni, 7 C. xerose) nous avons pu constater que 
le comportement vis-a-vis de la streptomycine était différent pour 
CG. diphtheriae et C. hoffmanni dune part et pour C. xerose d’autre part. 


(1) Nous avons utilisé pour cette détermination de sensibilité les disques 
de l'Institut Pasteur de Paris. 
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En effet, la sensibilité 4 la streptomycine est en moyenne de 3 a 8 ug 
pour C. diphtheriae (avec un maximum de 30 yg pour une souche), 
en général inférieure 4 1 wg pour C. hoffmanni (avec un maximum de 
8 wg pour une souche). Par contre, il n’y a aucune inhibition autour 
du disque pour les 7 souches de C. xerose étudiées (résistance supé- 
rieure a 100 yg). 

Si ce caractére ne peut étre utilisé pour distinguer C. diphtheriae 
de C. hoffmanni, car les sensibilités se rejoignent, il parait avoir une 
certaine valeur vis-a-vis de C. sxerose, que ses caractéres morpholo- 
giques, voire méme biochimiques, rendent parfois difficile A dis- 
tinguer de C. diphtheriae. 

Dans deux cas précis, la constatation de cette sensibilité différente 
a la streptomycine nous a rendu service. 

Les souches que nous avons étudiées, isolées le plus souvent 
de prélévements de gorge, furent classées d’aprés l’aspect morpholo- 
gique des germes, la présence ou non de corpuscules métachroma- 
tiques, les fermentations sucrées, la recherche d’uréase, de production 
d’indole, et la diffusion du noircissement sur milieu de Handley. 
Un ultime contréle a été fait par recherche du pouvoir pathogéne 
essentiel sur le cobaye. 

Une premiére souche isolée d’un prélévement de gorge et classée 
comme C. zerose d’aprés les caractéres morphologiques et biochimiques 
(en particulier saccharose positif) fut trouvée sensible 4 la streptomy- 
cine (2 wg). Inoculée au cobaye, elle détermina chez ce dernier une 
diphtérie expérimentale avec surrénales hémorragiques. Il s’agissait 
donc bien d’un C. diphtheriae, dont on sait que quelques souches 
sont saccharose positives. 

A linverse, nous avons constaté un germe trouvé dans la gorge d’un 
enfant, ayant une morphologie, un groupement, des granulations méta- 
chromatiques qui évoquaient C. diphtheriae, mais il était totalement 
résistant 4 la streptomycine, ne donnait pas de diffusion sur milieu 
de Handley et était sans pouvoir pathogéne sur le cobaye. Il devait 
en conséquence étre classé comme un C. <erose. 

Il semble donc intéressant de rechercher la sensibilité des Coryné- 
bactéries A la streptomycine, la résistance totale de C. zerose a cet 
antibiotique permettant de la différencier en particulier de C. diph- 
theriae et C. hoffmanni qui y sont sensibles. 


ACTION DES ADJUVANTS SUR L'ACTIVITE DES VACCINS 
CONTRE LE VIRUS DE NEWCASTLE 


par D. BALDUCCI, F. CURCIO et G. ROLLI. 
(Centre de Virologie de l’Hépital San Camillo de Lellis, Rome.) 
Deux types de vaccins ont été employés jusqu’&’ présent pour pro- 


téger la volaille contre la maladie de Newcastle. 
Les vaccins préparés avec un virus tué, suspendu en véhicule 
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hydrique ou gras et adsorbés sur charbon ou sur hydrate d’alumine, 
ont été les premiers a étre employés. 

Aux Etats-Unis on a employé par la suite un vaccin préparé avec 
un virus vivant, mais de faible virulence. 

Les premiers ne provoquent pas d’incidents, mais conférent une 
faible immunité, alors que ceux préparés avec un virus vivant ne 
conservent pas inaltérées leurs propriétés immunisantes et peuvent 
provoquer une certaine mortalité. 

Dans ces conditions nous avons cherché a savoir si les vaccins pré- 
parés avec un virus tué et émulsionnés avec les adjuvants étaient 
capables de donner une immunité plus forte et durable sans déter- 
miner d’incident. 

A cet effet, et nous basant sur l’expérience déja acquise avec les 
vaccins contre la grippe et l’herpés, nous avons émulsionné le liquide 
d’allantoides d’oeufs de 13 jours, inoculés avec le virus de Newcastle 
depuis quarante heures, avec le Bayol F et ]’Arlacel A standard. 

Nous avons vacciné, avec ce vaccin, soit des poulets déj& vaccinés 
depuis deux mois avec un vaccin du commerce adsorbé sur hydrate 
d’alumine, soit des poulets neufs. 

Les 134 poulets employés dans cette expérience appartenaient tous 
aux races suivantes: Livourne blanche, Rhode Island Red et New 
Hampshire. 

D’aprés la littérature on sait que les vaccins préparés avec un virus 
mort donnent un résultat sérologique trés faible ou qui ne dépasse 
méme pas le seuil de la réaction de Hirst [5]. Nous avons voulu voir 
si les vaccins émulsionnés auraient un effet différent. 

La lecture de la réaction de titrage du virus et des réactions d’inhi- 
bition de l’hémagglutination a toujours été effectuée aprés quarante- 
cing minutes de séjour a la glaciére [6] suivi de quinze minutes a la 
température ambiante, pour éviter l’élution rapide. 

On a employé pour les réactions d’inhibition de Vhémagglutination 
4 unités hémagglutinantes de virus et les lectures ont été effectuées 
selon la modification de Salk (observation directe de 1]’agglutination 
des érythrocytes). 

Les titres indiqués sont ceux des dilutions directes du sérum. On 
n’a pas considéré sa dilution finale aprés l’addition du virus et des 
globules rouges. 

Dans une premiétre expérience nous avons vacciné un lot de poulets 
neufs avec notre vaccin émulsionné et un lot témoin avec un 
vaccin préparé par un autre laboratoire et que nous désignons par 
la lettre x. 

La deuxiéme expérience nous a permis de comparer sur des poulets 
vaccinés deux mois auparavant par le vaccin a l’activité de notre vaccin 
(soit émulsionné, soit non émulsionné) vis-a-vis d’un autre vaccin 
préparé par le laboratoire, le vaccin y. 

Eapérience I. — a) 14 poulets neufs ont été vaccinés avec 0,25 cm? 
de notre vaccin émulsionné préparé avec un liquide C. A. dont !e 
titre hémagglutinant était 1/128. 

b) 50 poulets ont recu 2 cm* du vaccin a (adsorbé sur hydrate 
d’alumine). 

La figure 1 montre que la moyenne des taux d’inhibition de l’hémag- 
glutination des sérums des poulets traités par notre vaccin émulsionné 
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est nettement plus élevée que la moyenne de ces titres chez les poulets 
vaccinés par le vaccin 2. 
Expérience II. — 70 poulets vaccinés avec le vaccin z aprés soixante 
jours ont été répartis en quatre lots et chaque lot a été traité de la 
facon suivante : 

a) 10 poulets ont, A nouveau, recu 2 cm* du vaccin 2 : 

b) 10 poulets ont regu 2 cm d’un vaccin préparé au laboratoire avec 
un virus tué (vaccin y) ; 

¢) 27 poulets ont recu 0,5 cm* de notre vaccin non émulsionné, 
preparé avec liquide C. A. dont le taux agglutinant était 1/1024 ; 


pouvoir 
inhibant 
du sérum 
10x 
8x 
6x 
4x 
2x 
1:20 
30 60 90 jours 
Fig. 4. — A, vaccin 2, 2 cm? (50 sujets); B, notre vaccin émulsionné, 


0,25 cm? (14 sujets). 


d) 23 poulets ont recu 0,25 cm® de notre vaccin émulsionné et dont 
le taux agglutinant était 1/1024. 

La figure 2 montre que notre vaccin émulsionné, méme employé au 
quart de la dose utilisée pour les deux autres vaccins, a donné une 
réaction d’immunité nettement supérieure. 


DiscUssion ET coNncLUSION. — Les résultats de nos premiéres expé- 
riences montrent que le vaccin émulsionné, bien qu’injecté a des 
doses nettement inférieures aux autres vaccins employés comme 
témoins, a provoqué une immunité sérologique considérable. 

Le pouvoir inhibiteur trés élevé des sérums des poulets vaccinés par 
notre vaccin émulsionné, ainsi qu’il est démontré par la réaction de 
Hirst, nous fait espérer que l’immunité ainsi acquise pourra persister 
plus longtemps que chez les poulets traités par les vaccins en sus- 
pension hydrique. 

L’épreuve d’infection que nous réaliserons au sixiéme et au douziéme 


x 


mois donnera une réponse définitive a ce sujet. 
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Les vaccins émulsionnés réalisent ainsi un progrés considérable sur 
les vaccins ordinaires. Toutefois nous ne savons pas encore si ces 
vaccins montreront une efficacité comparable a celle des vaccins pré- 
parés avec des virus vivants. 

Les taux ’inhibition indiqués par Clancy et obtenus avec les 
vaccins vivants sont incontestablement plus élevés que ceux obtenus 
par les vaccins émulsionnés. Mais on ne peut pas faire une compa- 
raison directe des résultats de Clancy avec les nétres, car nous pra- 
tiquons la lecture de la réaction aprés séjour 4 la glaciére et non aprés 
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Bx 0 
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Fic. 2. — A, vaccin x, 2cm? (avant: tous les sujets, aprés : 10 seulement): 


B, notre vaccin non émulsionné, 0,5 cm*® (27 sujets); C, vaccin y, 2 em®* 
(10 sujets); D, notre vaccin émulsionné, 0,25 cm® (23 sujets). 


quatre-vingt-dix minutes a la température du laboratoire, comme le fait 
Vauteur américain. 

Nous craignons qu’un si long séjour 4 la température ambiante puisse 
induire en erreur, puisqu’on sait que |’élution du virus NDV est trés 
rapide au-dessus de 10°. 

La supériorité des vaccins préparés avec les virus vivants sur les 
vaccins tués et émulsionnés pourra étre établie aprés 1 infection 
d’épreuve seulement. 

Jusqu’a présent les vaccins tués émulsionnés ont le grand avantage 
d’une certaine activité et d’une incontestable innocuité. 
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Modifications apportées par le salicylate de sodium et des 


corps divers 4 la réaction de floculation antigéne-anticorps, 
par A. Dretaunay, O. Grrarp, C. pe Roqurereum et M. M. Kasper. 


Recherches sur la réaction de fixation du complément dans 
la fiévre aphteuse, par L. Jouprrr, H. Grrarp, C. MacKxowrax et 
R. CAMAnd. 


A propos d’un caractére différentiel de Bacillus cereus var. 
alesti Toum. et Vago, agent pathogéne de la flacherie infec- 
tieuse des vers 4 soie, par C. Toumanorr. 


Transmission expérimentale de la myxomatose au lapin par 
Anopheles maculipennis atroparvus et Anopheles stephensi, 
par H. Jacorot, C. Toumanorr, A. VALLEE et B. Vimar. 


Etude sérologique des Corynébactéries anaérobies par la 
méthode des agglutinines, par G. LinzENMEIER. 


Phase levure et phase filamenteuse de Paracoccidioides bra- 
siliensis ; étude des noyaux, par E. Drouner et R. C. ZApatTer. 


Etude biochimique et histochimique des tumeurs du crown- 
gall. III. Migration de substances dans les tissus de l’héte 
au cours d’inoculations expérimentales, par P. Manicautr. 


Croissance et toxinogenése, par M. Raynaup, A. Turpin, B. Bizzini 
et R. MANGALO. 
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P. Karrer. — Trailé de chimie organique. 12° édition, 949 pages. Georg 
Thieme, édit., Stuttgart. Prix : D. M. 59.70. 

La 12° édition du Traité de chimie organique du professeur Karrer 
vient de paraitre. Cet ouvrage, traduit en plusieurs langues, a rendu 
d’innombrables services & des générations d’étudiants pour qui il est 
devenu un manuel classique. 
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L’accent principal y est mis sur le fait chimique —- réalité tangible 
— plutét que sur les interprétations — changeantes — des mécanismes 
de réaction. Toutefois quelques passages consacrés 4 la théorie électro- 
nique des mécanismes des réactions permettront aux étudiants de se 
familiariser avec un systéme de notation de plus en plus utilisé. 

Tel qu’il se présente, revu et complété, ce manuel se montre digne 
de sa réputation et connaitra certainement de nombreuses rééditions. 

Rake 


Premier rapport du Comité d’Experts de la Poliomyélite. Organisation 
Mondiale de la Santé ; Série de Rapports techniques, n° 81, 78 p. ; 
Prix : Fr. fr., 160 ; Fr. s., 2; 3 sh 6 d, $. 0,50. Dépositaire, Masson 
et Cle, 120, boulevard Saint-Germain, Paris. 


Le Comité d’Experts de la Poliomyélite vise « 4 exposer les théories 
actuelles sur la nature essentielle de cette maladie et a dresser le bilan 
des progrés récemment acquis..., notamment en matiére de diagnostic 
et de prophylaxie ». Les questions traitées sont, entre autres, les sui- 
vantes : épidémiologie de la poliomyélite, caractéristiques cliniques de 
la maladie, voies de pénétration et répartition du virus dans lorga- 
nisme, immunité & l’égard de la maladie, progrés des techniques de 
laboratoire, mesures de lutte. 

Le rapport souligne que, contrairement & une croyance répandue, ia 
paralysie est en réalité « une complication peu fréquente de 1|’infection 
poliomyélitique chez homme ». Tl est intéressant de noter qu’en dehors 
de l’action propre du virus, différents facteurs (par exemple, des fac- 
teurs génétiques et hormonaux, le surmenage, divers traumatismes, 
notamment l’amygdalectomie et linjection intramusculaire de cer- 
taines substances) peuvent prédisposer a la paralysie ou accélérer son 
apparition. 

De nombreuses inconnues subsistent touchant l’épidémiologie de la 
poliomyélite. On a cru voir dans les mouches des vecteurs possibles, 
mais rien n’indique qu’elles jouent un role essentiel. 

On estime aujourd’hui que la poliomyélite, dans les régions ow elle 
est épidémique, se propage A la faveur de relations étroites avec des 
personnes contaminées qui excrétent le virus dans leurs matiéres fécales 
et leurs sécrétions pharyngées. La porte d’entrée serait habituellement 
la bouche et le point de départ de l’infection serait constitué par le 
pharynx et par le tube digestif. 

On fonde de plus grands espoirs sur la vaccination que sur les 
mesures de quarantaine. Les progrés des techniques de laboratoire 
n'ont pas seulement facilité l’étude de la maladie : ils offrent aussi des 
perspectives concernant la mise au point d’un vaccin. Néanmoins, tous 
les travaux effectués dans ce sens en sont encore au stade expérimental. 

Tal, “Ub. 
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